




















































Lung	 cancer	 exhibits	 the	 highest	 mortality	 index	 worldwide	 among	 different	 types.	Based	on	histological	analysis,	 lung	cancer	 is	classified	as	small-cell	and	non-small-cell	lung	 cancers;	 this	 second	 group	 is	 comprised	 by	 lung	 adenocarcinoma,	 large-cell	 lung	carcinoma	and	squamous	cell	lung	carcinoma	(SqCLC).	The	 PI3K	 (phosphatidylinositol	 3-kinase)	 enzymes	 are	 a	 protein	 family	 with	 kinase	activity	 that	 are	 involved	 in	 several	 cell	 functions	 such	 as	 proliferation,	 migration,	survival,	 vesicle	 trafficking	 and	 protein	 biosynthesis.	 	 PI3K	 class	 IA	 is	 composed	 of	 a	catalytic	subunit	(p110)	and	a	regulatory	subunit	(p85),	and	both	have	various	isoforms.	In	 the	 case	of	p85,	both	p85α	 and	p85β	 are	expressed	 in	all	 cells,	 although	 in	normal	cells	 p85α	 expression	 is	 higher	 than	 that	 of	 p85β.	 	 In	 breast	 and	 colon	 carcinoma,	however,	there	is	a	switch	in	isoform	expression,	with	p85β	the	most	highly	expressed.		In	this	thesis,	we	show	that	there	is	also	a	p85α/p85β	isoform	switch	in	SqCLC.		Our	in	
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El	 cáncer	 se	puede	 clasificar	en	base	al	órgano	o	 tejido	de	origen	de	 la	 enfermedad,	 y	actualmente	 están	 descritos	 más	 de	 100	 tipos	 distintos	 de	 cáncer,	 siendo	 los	 más	frecuentes	el	cáncer	de	pulmón,	el	de	hígado	y	el	de	estómago	(Figura	1).		
1.1.	El	cáncer	de	pulmón		Varias	estimaciones	han	determinado	que	el	cáncer	de	pulmón	es	el	tipo	de	cáncer	que	presenta	 una	 mayor	 tasa	 de	 muerte	 anual	 en	 todo	 el	 mundo	 (más	 del	 doble	 que	 el	segundo	tipo	más	agresivo,	el	cáncer	hepático)	[1]	(Figura	1).	Además	de	ser	el	primero	en	número	de	muertes	anuales	en	ambos	sexos,	también	es	el	primero	en	hombres,	y	el	tercero	en	mujeres,	en	número	de	nuevos	casos	diagnosticados	anualmente.	Estos	datos	ponen	de	manifiesto	que	el	cáncer	de	pulmón	es	el	tipo	de	cáncer	que	en	la	actualidad	tiene	más	 impacto	en	 la	población	mundial.	 Los	diferentes	 tipos	de	 cáncer	de	pulmón	pueden	 ser	 clasificados	 en	 primer	 lugar	 según	datos	 histológicos,	 y	 a	 continuación	 en	subgrupos,	según	los	patrones	de	expresión	génicos	concretos	que	se	correlacionan	con	distintas	 características	 como	mayor	diferenciación	 tumoral	 o	una	peor	prognosis	 [2].	Incluso,	 el	 análisis	 genómico	 puede	 discernir	 si	 el	 tumor	 de	 un	 paciente	 puede	 ser	clasificado	 en	 un	 determinado	 grupo	 por	medio	 de	marcadores	 genéticos,	 cuando	 no	puede	 ser	 bien	 descrito	 tras	 el	 análisis	 histológico	 [3].	 Otro	método	 de	 estudio	 es,	 en	lugar	de	los	análisis	genómicos,	realizar	un	análisis	del	transcriptoma,	y	determinar	las	interacciones	 específicas	 que	 se	 relacionan	 con	 un	 subgrupo	 concreto	 de	 cáncer	 de	pulmón	[4].	El	 cáncer	de	pulmón	se	clasifica,	 en	base	a	 su	histología,	 en	dos	grupos	principales:	el	cáncer	de	pulmón	de	células	pequeñas	y	el	 cáncer	de	pulmón	de	células	no	pequeñas.	Este	segundo	grupo,	a	su	vez,	se	divide	en	otro	tres	tipos	principales:	adenocarcinoma	(50%)	 carcinoma	 de	 células	 grandes	 (20%)	 y	 carcinoma	 de	 células	 escamosas	 de	pulmón	(SqCLC)	(30%)	[5].	Diversos	análisis	genómicos,	principalmente	en	el	marco	del	Proyecto	sobre	el	Genoma	Humano,	 han	 identificado	 alteraciones	 génicas	 en	 los	 distintos	 tipos	 de	 cáncer.	 En	 el	cáncer	de	pulmón	se	han	analizado,	a	nivel	genómico,	1144	muestras	de	pacientes.	En	este	 estudio,	 el	 53,3%	 del	 total	 de	 las	 muestras	 de	 diferentes	 subtipos	 de	 cáncer	 de	pulmón	 han	 resultado	 positivas	 para	 algún	 tipo	 de	 mutación,	 amplificación	 o	silenciamiento	génico,	o	múltiples	alteraciones,	en	alguno	de	los	genes	implicados	en	la	ruta	 de	 PI3K	 [6].	 En	 el	 análisis	 de	 muestras	 de	 pacientes	 con	 cáncer	 de	 pulmón	 de	
27		
células	no	pequeñas,	 se	 observó	una	 gran	 variabilidad	de	mutaciones	 identificadas	 en	oncogenes	y	genes	relacionados	con	la	progresión	tumoral.	En	concreto,	 los	subgrupos	de	adenocarcinoma	y	de	SqCLC	mostraron	diferentes	patrones	de	mutaciones	presentes	en	biomarcadores	conocidos,	como	son	 las	mutaciones	en	 los	diferentes	receptores	de	factores	de	crecimiento,	en	las	proteínas	K-Ras	o	ALK	(Figura	2)	[5].	Existen	diferentes	mutaciones	comunes	para	muchos	tipos	de	cáncer,	y	otras	que	son	específicas	de	tipos	concretos.	En	los	casos	de	cáncer	de	pulmón	de	células	no	pequeñas	se	han	descrito	un	conjunto	de	mutaciones	frecuentes	(mayor	o	igual	al	1%)	en	los	genes	AKT1,	ALK,	BRAF,	
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para	muchas	de	ellas,	o	todavía	se	encuentran	en	fase	de	desarrollo.	Este	es	el	caso,	por	ejemplo,	 de	 los	 tumores	 en	 los	 que	 se	 ha	 producido	 una	 mutación	 en	 los	 genes	codificantes	 para	 las	 proteínas	 con	 función	 supresora	 de	 tumores,	 como	 son	 las	proteínas	 p53	 o	 Retinoblastoma.	 De	 las	 diferentes	 terapias	 desarrolladas,	 se	 han	realizado	 ensayos	 clínicos	 con	 distintos	 compuestos,	 como	 son	 los	 β-carotenos,	 el	α-tocoferol,	 y	 un	 largo	 etcétera,	 aunque	 ninguno	 demostró	 tener	 beneficios	 para	 los	pacientes	 [9–13].	 Finalmente,	 para	 la	 posible	 aplicación	 de	 nuevos	 tratamientos	personalizados,	sería	necesario	la	secuenciación	del	genoma	completo	de	los	pacientes,	que	actualmente	no	es	factible	en	clínica.	
2.-	Fosfatidilinositol	3-quinasa	(PI3K)			Las	 fosfatidilinositol	 3-quinasas	 (PI3K)	 son	 una	 familia	 de	 enzimas	 con	 actividad	quinasa,	 implicadas	 en	 múltiples	 funciones	 celulares	 como	 la	 supervivencia	 y	 el	crecimiento,	 la	 proliferación,	 la	 diferenciación	 y	 la	 migración	 celular,	 y	 el	 tráfico	vesicular.	Las	enzimas	PI3K	son	capaces	de	fosforilar	 la	posición	3’	hidroxilo	(-OH)	del	anillo	 inositol	 de	 los	 fosfatidilinositoles	 (PtdIns),	 dando	 como	 resultado	 diferentes	fosfoinosítidos:	(PI(3)P,	PI(3,4)P2	o	PI(3,4,5)P3)	[14,15].		
2.1.	Fosfoinosítidos		Los	fosfoinosítidos	(PI)	forman	parte	de	los	fosfolípidos	que	constituyen	las	membranas	celulares,	como	son	la	membrana	plasmática,	la	membrana	nuclear	y	las	membranas	de	diferentes	orgánulos	(retículo	endoplasmático,	aparato	de	Golgi,	etc.).	Son	derivados	del	glicerol,	y	están	constituidos	por	dos	ácidos	grasos	apolares	en	las	posiciones	C1	y	C2,	y	una	cabeza	polar	en	 la	posición	C3	del	glicerol,	donde	se	une	el	anillo	de	 inositol.	Esta	dualidad	confiere	a	los	fosfoinosítidos	un	carácter	anfipático.	Según	su	localización	en	la	célula,	 los	 fosfoinosítidos	 se	 encuentran	 en	 diferente	 cantidad	 y	 composición,	dependiendo	de	 sus	 ácidos	 grasos	 o	del	 número	de	 grupos	 fosfato	que	 contenga	 cada	molécula	 en	 el	 grupo	 -OH	 de	 las	 posiciones	 3,	 4	 ó	 5	 del	 anillo	 inositol	 [16].	 Estos	fosfolípidos	actúan	como	segundos	mensajeros	en	las	células,	funcionando	como	puntos	de	unión	y	activación	de	múltiples	proteínas	efectoras	que	se	unen	a	los	PI	a	través	de	dominios	 específicos	 de	 unión	 a	 lípidos,	 entre	 los	 que	 se	 encuentran	 los	 dominios	 PH	(Plescktrin	homology	domain),	PX	(Phox	domain)	o	FYVE	[17].		
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2.2.	Clasificación	de	las	PI3K		La	 familia	 de	 las	 PI3K	 está	 dividida	 en	 tres	 clases,	 atendiendo	 a	 su	 estructura	 y	especificidad	de	sustrato	[18]	(Figura	3).		Las	PI3K	de	clase	I	son	heterodímeros	compuestos	por	una	subunidad	catalítica	llamada	p110	y	una	subunidad	reguladora.	Estas	enzimas	presentan	una	mayor	especificidad	por	el	sustrato	PI(4,5)P2,	y	se	dividen	a	su	vez	en	dos	subgrupos,	llamados	IA	y	IB,	en	función	del	receptor	por	el	cual	es	activado	cada	uno.	La	clase	 IA	se	activa	principalmente	por	receptores	 con	 actividad	 tirosina	 quinasa	 (RTK),	 si	 bien	 p110β	 es	 capaz	 de	 activarse	también	por	 receptores	 acoplados	 a	proteínas	G	o	GPCR	 (del	 inglés;	G	protein-coupled	
receptor)	 [19].	 En	 las	 PI3K	 de	 clase	 I,	 la	 subunidad	 catalítica	 p110	 tiene	 4	 isoformas	diferentes,	 llamadas	 p110α,	 p110β,	 p110δ	 y	 p110γ,	 las	 cuales	 son	 codificadas	 por	distintos	genes	(PIK3CA,	PIK3CB,	PIK3CD	y	PIK3CC,	respectivamente)	y	todas	presentan	una	 alta	 homología	 entre	 sí.	Mientras	 que	 las	 3	 primeras	 isoformas	 (p110α,	 p110β	 y	p110δ)	pertenecen	a	la	clase	IA,	la	isoforma	p110γ	pertenece	a	la	clase	IB,	que	carece	del	dominio	 N-terminal	 de	 unión	 a	 p85	 y	 se	 asocia	 con	 otras	 subunidades	 reguladoras	distintas.	 Dentro	 de	 las	 subunidades	 catalíticas	 de	 la	 clase	 IA,	 las	 isoformas	 p110α	 y	p110β	se	expresan	de	manera	ubicua,	mientras	que	p110δ	se	expresa	principalmente	en	los	linajes	celulares	hematopoyéticos	[20].	La	subunidad	reguladora	está	codificada	por	3	 genes	 distintos:	 el	 gen	 PIK3R1	 codifica	 para	 la	 proteína	 p85α,	 si	 bien	 por	 un	procesamiento	 alternativo	 puede	 formar	 otras	 subunidades	 (p55α	 y	 p50α),	 el	 gen	




	descrita	 su	 capacidad	de	 fosforilar	 y	 activar	directamente	 a	 la	 proteína	Akt	 [25].	A	 su	vez,	 la	subunidad	reguladora	es	 la	encargada	de	estabilizar	y	regular	 la	actividad	de	 la	subunidad	 catalítica	 a	 la	 vez	 que	 también	 media	 en	 el	 reconocimiento	 y	 la	 unión	 a	receptores	de	membrana	activados	[26].		Las	subunidades	p110	de	clase	IA	están	constituidas,	desde	la	región	N-terminal	hacia	la	C-terminal,	 por	 los	 siguientes	 dominios:	 el	 dominio	 de	 unión	 a	 p85	 o	ABD	 (del	 inglés	
Adaptor-Binding	 Domain);	 un	 dominio	 de	 unión	 a	 Ras	 o	 RBD	 (del	 inglés	 Ras-Binding	
Domain),	que	contribuye	a	la	activación	de	p110 [27];	el	dominio	C2,	de	asociación	a	la	membrana;	 un	 dominio	 helicoidal,	 que	 establece	 contactos	 con	 la	 subunidad	 p85;	 y	finalmente,	el	dominio	catalítico,	con	actividad	quinasa	[28].		
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Las	subunidades	reguladoras	p85α	y	p85β	 se	expresan	de	manera	ubicua	en	todas	 las	células,	siendo	p85α	la	que	tiene	mayores	niveles	de	expresión	en	células	normales	(no	tumorales)	 [29].	 En	 cuanto	 a	 su	 estructura,	 las	 isoformas	 de	 p85	 también	 están	formadas	por	varios	dominios,	en	dirección	N-	a	C-terminal:	el	dominio	SH3	(del	inglés	
Src-homology	 domain	 3),	 con	 afinidad	 por	 regiones	 ricas	 en	 prolinas,	 como	 son	 los	motivos	 ‘xPPxP’	 y	 ‘RxLPPRPxx’	 que	 se	 encuentran,	 entre	 otras,	 en	 las	 proteínas	adaptadoras	que	sirven	de	puente	entre	los	receptores	tirosina-quinasa	activos	y	otras	proteínas.	Además,	este	dominio	 también	reconoce	a	 las	 regiones	ricas	en	prolina	que	tienen	 las	 propias	 p85,	 flanqueando	 el	 siguiente	 dominio	 (BcR),	 pudiendo	 formarse	homodímeros	 de	 p85	 [30].	 A	 continuación	 del	 dominio	 SH3	 está	 el	 dominio	 BcR	 (del	inglés	 Break	 cluster	 Region	 homology),	 el	 cual	 es	 capaz	 de	 unir	 diferentes	 proteínas	GTPasas	monoméricas	como	Rac	y	Cdc42,	participando	en	diversas	funciones	como	las	activación	 de	 GTPasas,	 la	 reorganización	 de	 citoesqueleto	 y	 la	 interacción	 con	 otros	dominios	 BcR	 [31,32].	 Tras	 esta	 región,	 se	 encuentran	 dos	 dominios	 SH2,	 que	 se	denominan	nSH2	y	cSH2,	según	su	proximidad	al	extremo	N-	o	C-terminal.	Los	dominios	SH2	 unen	 tirosinas	 fosforiladas	 dentro	 de	motivos	 ‘pYxxM’,	 y	 permiten	 la	 interacción	directa	 entre	 p85	 y	 los	 receptores	 tirosina-quinasa	 activados,	 acercando	 la	 subunidad	catalítica	p110	a	la	membrana	plasmática.	Entre	ambos	dominios	se	encuentra	la	región	inter-SH2,	 que	 media	 en	 la	 unión	 con	 la	 subunidad	 catalítica	 para	 formar	 el	heterodímero	p85-p110.		La	 interacción	 entre	 p110	 y	 p85	 se	 produce	 a	 través	 del	 dominio	 ABD	 de	 p110	 y	 el	dominio	 inter-SH2	de	p85;	 también	hay	una	asociación	entre	p85	y	 los	dominios	C2	y	helicoidal	 de	 p110,	 que	 estabiliza	 el	 heterodímero	 [28].	 La	 unión	 entre	 p85	 y	 p110	induce	la	estabilización	de	p110,	mantiene	a	ésta	inactivada,	y	regula	su	activación	tras	la	 unión	 de	 p85	 a	 las	 tirosinas	 fosforiladas	 de	 los	 receptores	 de	 membrana	 o	 de	 las	proteínas	adaptadoras	que	median	en	la	señalización	receptor-PI3K	[26].	Además,	en	el	caso	 de	 p110α,	 la	 unión	 p85-p110α	 evita	 que	 ésta	 sea	 ubiquitinada	 y	 degradada	 vía	proteasoma	[33].	La	subunidad	reguladora	p85	también	presenta	una	serie	de	funciones	independientes	de	p110:	forma	parte	de	la	organización	del	citoesqueleto,	por	medio	de	la	 unión	 a	 Cdc42	 en	 los	 procesos	 de	 migración	 celular	 y	 citocinesis	 [34,35],	 está	implicada	 en	 el	 aumento	 de	 adhesiones	 celulares	 y	 en	 la	 formación	 de	 los	 contactos	focales	 en	 procesos	 de	 invasión	 celular	 y	 metástasis	 [36].	 p85	 presenta	 también	 una	función	 de	 andamiaje	 (“scaffold”),	 formando	 complejos	 macromoleculares	 con	 otras	
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proteínas	[37,38].	Hay	trabajos	que	demuestran	la	formación	de	complejos	moleculares	del	 heterodímero	 p110-p85	 con	 otras	 proteínas.	 La	 proteína	 PTEN	 (del	 inglés	
Phosphatase	and	 tensin	homology)	 es	 una	 fosfatasa	 capaz	 de	 desfosforilar	 los	 PI	 en	 la	posición	 3’	 –OH	 [39],	 revertiendo	 el	 efecto	 de	 PI3K.	 PTEN	 es	 capaz	 de	 unirse	 a	 la	subunidad	p85,	a	 través	de	su	región	N-terminal	 (requiere	de	 los	dominios	 ‘SH3-BcR’)	[40].	La	formación	de	este	complejo	PI3K-PTEN	permite	un	acercamiento	de	PTEN	a	la	membrana	 plasmática,	 para	 regular	 los	 niveles	 de	 PI(3,4,5)P3,	 tras	 una	 señal	 de	activación	extracelular.	También	se	ha	descrito	que	 la	activación	de	p110	provoca	una	rápida	 activación	de	 la	 actividad	 fosfatasa	de	PTEN.	El	proceso	de	 activación	de	PI3K,	generando	mayores	niveles	de	PI(3,4,5)P3	en	la	membrana,	y	activando	al	mismo	tiempo	PTEN,	muestra	un	proceso	de	regulación	de	la	señalización	celular	altamente	controlado	[38].		
2.3.	La	ruta	de	PI3K	









































la	 desfosforilación	 de	 GTP-Rheb,	 pasando	 a	 GDP-Rheb,	 en	 el	 cual	 la	 proteína	 Rheb	 se	encuentra	 inactiva.	 La	 inactivación	 del	 complejo	 TSC2/TSC1	 por	 Akt	 permite	 la	activación	de	la	proteína	Rheb,	necesaria	para	la	transmisión	de	la	señal	de	activación,	ya	 que	 permite	 la	 fosforilación	 de	 la	 proteína	 PRAS40,	 perteneciente	 al	 complejo	mTORC1.	PRAS40	es	una	proteína	que	mantiene	unido	e	inactivo	al	complejo	mTORC1,	y	que	 también	 puede	 ser	 fosforilado	 de	 manera	 directa	 por	 la	 proteína	 Akt	 [47].	 La	fosforilación	 de	 PRAS40	 (y	 otros	 eventos	 adicionales)	 provocan	 la	 activación	 del	complejo	 mTORC1,	 el	 cual	 va	 a	 fosforilar	 a	 otros	 efectores	 como	 son	 el	 factor	 de	iniciación	 de	 la	 trascripción	 4EBP1,	 o	 la	 proteína	 p70S6K,	 una	 proteína	 con	 actividad	serina-treonina	quinasa	implicada	en	diferentes	funciones	biológicas	como	la	biogénesis	de	 ribosomas	 (Figura	 4).	 Esta	 proteína,	 además	 de	 continuar	 en	 la	 transducción	 de	señales	de	la	ruta	PI3K,	también	tiene	un	papel	clave	en	la	regulación	de	la	activación	de	la	propia	PI3K	[48].		Tras	la	unión	de	los	receptores	de	membrana	con	sus	ligandos,	la	activación	de	la	ruta	de	PI3K	es	transitoria,	y	debe	de	estar	bien	regulada	para	evitar	un	aumento	de	las	señales	intracelulares	 que	 inducen	 supervivencia,	 migración	 y	 proliferación	 celular.	 Por	 ello,	aparte	 de	 los	 mecanismos	 de	 activación,	 existen	 diversos	 procesos	 que	 regulan	negativamente	 la	activación	de	 la	vía	a	diferentes	niveles.	En	primer	 lugar,	 la	proteína	PTEN	desfosforila	el	grupo	fosfato	de	la	posición	3’	del	anillo	inositol	de	los	fosfolípidos	PI(3,4,5)P3,	de	modo	que	permite	una	regulación	específica	de	los	niveles	de	PI(4,5)P2-PI(3,4,5)P3.	 Se	 ha	 descrito	 que	 la	 activación	 de	 PTEN	 tiene	 lugar	 posteriormente	 a	 la	activación	de	PI3K,	siendo	necesaria	la	activación	previa	de	p110β [38].	Este	mecanismo	permite	la	activación	durante	un	tiempo	determinado	de	la	ruta	de	PI3K,	y	la	posterior	disminución	de	los	niveles	de	PI(3,4,5)P3	en	la	membrana.	
ii.	Bucle	de	retroalimentación	negativo		Un	mecanismo	 de	 regulación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 ocurre	 de	 manera	 intrínseca	 tras	 la	activación	 de	 los	 diferentes	 efectores.	 La	 proteína	 p70S6K	 es	 capaz	 de	 fosforilar	 al	adaptador	 IRS-1	(del	 inglés	 Insuline-receptor	substrate	1),	que	media	en	 la	unión	entre	receptores	 tirosina	 quinasa	 y	 PI3K.	 Esto	 provoca	 un	 cambio	 conformacional	 en	 la	estructura	 del	 IRS-1	 que	 desestabiliza	 su	 unión	 con	 la	 enzima	 PI3K,	 provocando	 que	finalmente	se	pierda	la	interacción	entre	ambas	y,	por	consiguiente,	se	inactive	la	ruta	de	
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PI3K	[49,50].	Este	mecanismo	de	regulación	de	la	ruta	de	PI3K	se	conoce	como	bucle	de	retroalimentación	negativo	o	“negative	feedback“	(Figura	4).		Dada	 la	 importancia	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 las	 células	 han	 desarrollado	 múltiples	mecanismos	de	regulación	adicionales,	que	permitan	tener	un	adecuado	control	de	 los	niveles	de	activación	y	evitan	un	aumento	descontrolado	de	los	niveles	de	PI(3,4,5)P3,	y	la	 consiguiente	 inducción	 de	 supervivencia	 y	 proliferación	 celular.	 Para	 regular	 los	niveles	 de	 activación	 de	 PI3K,	 aparte	 de	 los	 mecanismos	 mediados	 por	 PTEN	 y	 el	
feedback	negativo,	se	ha	descrito	la	implicación	en	los	procesos	de	activación/represión	de	distintas	rutas	de	señalización	que	también	participan	en	la	modulación	de	PI3K.		
iii.	Señalización	entre	las	rutas	PI3K	y	MAPK		Existe	un	mecanismo	de	regulación	cruzada	(cross-talk)	entre	las	rutas	de	señalización	de	 PI3K/Akt	 y	 de	 las	 MAP	 quinasas	 (MAPK)	 [51,52].	 La	 ruta	 de	 MAPK/Erk,	 tras	 su	activación,	 puede	 regular	 de	 manera	 positiva	 la	 ruta	 de	 PI3K	 en	 varios	 puntos:	 de	manera	indirecta,	regulando	la	activación	del	complejo	mTORC1	a	través	de	la	inhibición	del	 complejo	 TSC2/TSC1,	 o	 de	 manera	 directa	 en	 el	 propio	 complejo	 mTORC1,	fosforilando	 la	 proteína	 PRAS40.	 Por	 su	 parte,	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 tras	 su	 activación,	también	es	capaz	de	actuar	como	represora	de	la	ruta	de	MAPK,	inhibiendo	la	activación	de	 la	proteína	Raf,	que	modula	 la	activación	de	 los	siguientes	efectores	de	 la	ruta	 [53]	(Figura	5).	Estas	rutas	cruzadas	de	activación/represión	demuestran	 la	necesidad	de	 tener	varios	mecanismos	 de	 control	 sobre	 la	 activación	 de	 la	 ruta	 PI3K,	 ya	 que	 cualquier	 posible	desregulación	 conduciría	 a	 un	 aumento	 del	metabolismo	 y	 de	 la	 proliferación	 celular,	fomentando	el	desarrollo	tumoral.	
3.-	PI3K	y	cáncer	
3.1.	Mutaciones	de	la	ruta	de	PI3K	en	cáncer		La	 alteración	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 es	 la	 causa	 de	 varias	 enfermedades	 entre	 las	 que	 se	encuentra	 el	 cáncer,	 algunas	 enfermedades	 inmunológicas	 o	 cardiovasculares,	 y	 la	diabetes.	En	el	caso	del	cáncer,	se	han	descrito	un	gran	número	de	tipos	asociados	con	modificaciones	de	alguna	de	las	proteínas	implicadas	a	lo	largo	de	la	ruta	de	PI3K	[15]	Varios	estudios	han	descrito	mutaciones	específicas	que	provocan	una	activación	de	la	ruta	de	PI3K,	ya	sea	en	la	propia	enzima,	o	en	otras	proteínas	implicadas	en	la	regulación	
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de	 su	 actividad,	 como	 K-Ras	 o	 PTEN	 [54,55].	 Más	 concretamente,	 en	 referencia	 a	 la	enzima	 PI3K	 de	 clase	 IA,	 se	 han	 descrito	mutaciones	 en	 los	 genes	 PIK3CA,	 PIK3R1	 Y	PIK3R2[56–58].	 Las	 mutaciones	 en	 el	 gen	 PIK3CA,	 que	 codifican	 para	 la	 subunidad	p110α,	provocan	una	activación	constitutiva	de	la	enzima	PI3K,	haciendo	ineficaces	los	diferentes	mecanismos	de	regulación	de	la	ruta	[56].	En	cuanto	a	las	mutaciones	del	gen	PIK3R1,	 que	 codifica	 la	 proteína	 p85α,	 hay	 datos	 que	 demuestran	 que	 se	 encuentra	frecuentemente	mutado	en	el	cáncer	de	endometrio	y	de	colon	[57,59].		
	



































Recientemente	se	han	descrito	casos	de	mutaciones	específicas	en	el	gen	PIK3R2	(p85β)	relacionadas	 con	 megaencefalopatías	 [58,60,61]	 .	 En	 el	 caso	 de	 las	 mutaciones	 en	 la	enzima	 PTEN,	 se	 han	 descrito	 varios	 residuos	 en	 los	 que	 se	 concentran	 mutaciones	(Arg130,	Arg173	y	Arg233)[55],	las	cuales	se	traducen	en	proteínas	truncadas	o	con	su	actividad	 fosfatasa	 alterada,	 lo	 que	 provoca	 un	 desajuste	 en	 el	 equilibrio	 PI(4,5)P2-PI(3,4,5)P3	en	la	membrana	plasmática,	con	unos	niveles	elevados	de	PI(3,4,5)P3	y	una	activación	permanente	de	la	ruta	de	PI3K.	En	cuanto	a	la	mutación	en	la	proteína	K-Ras,	ésta	provoca	la	activación	de	manera	constitutiva	de	las	rutas	de	MAPK	y	PI3K,	ya	que	K-Ras	media	en	la	activación	de	ambas	[27].	La	 implicación	 de	 las	 diferentes	 mutaciones	 o	 alteraciones	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 se	 ha	demostrado	 en	 varios	 tipos	 de	 cáncer,	 además	 de	 otras	 enfermedades	 como	 las	megaencefalopatías.	Los	avances	tecnológicos	han	permitido	la	secuenciación	masiva	de	miles	 de	 muestras,	 y	 la	 obtención	 de	 perfiles	 de	 mutaciones	 que	 se	 relacionan	 con	enfermedades	específicas.	Sin	embargo,	hay	un	importante	número	de	enfermedades,	en	las	 cuales	 o	 bien	 no	 ha	 sido	 descrita	 ninguna	 mutación	 conductora,	 o	 bien	 las	mutaciones	 detectadas	 no	 han	 sido	 estudiadas	 lo	 suficiente	 como	 para	 desarrollar	 un	tratamiento	 concreto	 contra	 esa	 diana.	 Este	 conjunto	 de	 enfermedades	 sin	 una	 diana	terapéutica	 confirmada	 se	 traduce	en	un	alto	número	de	pacientes	 sin	un	 tratamiento	dirigido.		
3.2.	Uso	de	inhibidores	de	la	ruta	de	PI3K	en	la	clínica		Uno	de	 los	recursos	utilizados	en	 la	práctica	clínica	es	el	uso	de	diferentes	 inhibidores	dirigidos	 contra	 PI3K,	 Akt	 o	 mTORC1.	 Actualmente,	 hay	 una	 serie	 de	 inhibidores	aprobados	por	la	FDA	para	su	uso	en	diferentes	enfermedades:	el	Idelalisib	(inhibidor	de	p110δ,	en	leucemia	y	dos	tipos	de	linfomas)	[62],	Temsirolimus	(inhibidor	de	mTOR,	en	carcinoma	 de	 células	 renales)	 [63],	 Impavido/Miltefosine	 (inhibidor	 de	 Akt,	 en	leishmaniasis)	 [64],	Everolimus	(inhibidor	de	mTOR,	en	cáncer	de	mama	avanzado,	en	tumor	 neuroendocrino	 pancreático,	 en	 cáncer	 renal	 y	 tuberoesclerosis)	 [65]	 y	Ridaforolimus	 (inhibidor	 de	 mTOR,	 en	 sarcoma)	 [66].	 Además	 hay	 muchos	 otros	inhibidores	que	se	encuentran	en	las	diferentes	fases	de	los	ensayos	clínicos	[67,68].		El	 principal	 problema	 encontrado	 tras	 la	 utilización	 de	 los	 inhibidores	 de	 PI3K	 es	 su	incapacidad	 para	 bloquear	 de	 manera	 eficaz	 la	 ruta	 de	 señalización	 a	 largo	 plazo.	Cuando	 se	 bloquea	 la	 ruta	 con	 inhibidores	 específicos	 contra	 la	 enzima	 PI3K,	 se	
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interrumpe	 la	 cascada	 de	 señalización	 pero,	 a	 su	 vez,	 también	 se	 ven	 alterados	 los	mecanismos	 reguladores	 negativos	 de	 la	 ruta,	 lo	 que	 conduce	 frecuentemente	 a	 una	reactivación	de	la	ruta	de	PI3K	[69,70].	De	modo	similar,	el	uso	de	inhibidores	de	Akt	o	mTOR	provocan	el	bloqueo	de	los	mecanismos	de	feedback	negativo	(Figura	6)[50].		En	concreto,	cuando	se	utilizan	inhibidores	del	complejo	mTORC1,	como	la	rapamicina,	se	 inhibe	la	señal	de	activación	de	la	ruta,	y	a	su	vez	se	interrumpe	la	fosforilación	del	adaptador	celular	IRS-1.	La	interrupción	del	feedback	negativo	provoca	que	se	mantenga	el	heterodímero	p110-p85	unido	a	los	receptores	de	membrana,	y	continúen	en	estado	activo,	generando	mayores	cantidades	de	PI(3,4,5)P3	en	 la	membrana,	 lo	que	 favorece	que	la	ruta	de	señalización	de	PI3K	se	active	durante	más	tiempo.	Por	otra	parte,	con	el	uso	 de	 inhibidores	 dirigidos	 contra	 Akt,	 se	 interrumpe	 la	 señalización	 antes	 del	complejo	mTORC1,	además	de	inhibir	la	fosforilación	de	otros	efectores	de	Akt	[50].	Uno	de	los	efectores	de	Akt	son	los	factores	de	transcripción	FOXO	(del	inglés	Forkhead	box	
























































3.3.	Variación	de	los	niveles	de	expresión	de	p85α 	y	p85β 	(Isoform	switch)		En	 estudios	 previos	 se	 han	 analizado	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 las	 subunidades	reguladoras	 p85α	 y	 p85β	 en	 muestras	 tumorales	 de	 cáncer	 de	 mama	 y	 de	 colon,	 en	comparación	 con	 tejido	 sano	 adyacente	 a	 las	 muestras	 tumorales.	 Las	 muestras	tumorales	presentaban	un	aumento	de	los	niveles	de	expresión	de	p85β,	a	la	vez	que	se	producía	un	descenso	en	los	niveles	de	p85α	(al	contrario	de	lo	que	sucede	en	las	células	sanas,	 donde	 la	 isoforma	 mayoritaria	 es	 p85α).	 Esta	 variación	 en	 los	 niveles	 de	expresión	de	ambas	isoformas	(isoform	switch),	se	correlaciona	con	un	aumento	en	los	niveles	de	activación	de	la	ruta	de	PI3K	[77].	En	concreto,	en	el	caso	de	las	muestras	de	cáncer	de	mama,	se	observó	una	correlación	directa	de	las	muestras	de	los	pacientes	que	
	Figura	 7.-	 Mayor	 expresión	 de	 p85β	 en	 cáncer	 de	 mama	 y	 colon.	 T	 =	 Tumor;	 N	 =	 Tejido	 normal	adyacente;	Nod.	Linf.	=	Nódulos	Linfáticos.	Tipos	de	cáncer	de	Mama:	Her	=	HER2-positivo;	LA	=	luminal	A;	LB	=	Luminal	B;	Bas	=	Basal.	Estado	de	activación	de	la	ruta	de	PI3K:	Ac	=Activo,	In	=	Inactivo.	Grados	de	cáncer	de	Colon	(Clasificación	de	Dukes):	D0	=	0;	D0/A	=	1,5;	DA	=	1;	DB	=	2;	DC	=	3.	Línea	vertical	gruesa	separa	tumores	con	aumento	de	expresión	mayor	de	1,5	veces.	Adaptado	de	Cortés	I,	2012.	
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tenían	los	mayores	niveles	de	expresión	de	p85β	con	un	mayor	porcentaje	de	invasión	de	 los	 nódulos	 linfáticos,	 siendo	 éste	 un	 indicador	 de	 progresión	 tumoral	 y	 posible	desarrollo	de	metástasis	(Figura	7).		Por	otra	parte,	en	el	estudio	con	muestras	de	cáncer	de	colon,	se	comprobó	que	más	del	50%	de	las	muestras	tenían	una	relación	de	expresión	de	p85β	respecto	a	p85α	mayor	de	 1,5;	 el	 mayor	 ratio	 entre	 p85β	 y	 p85α	 correlacionaba	 con	 un	 mayor	 grado	 de	desdiferenciación	de	los	tumores,	que	es	un	indicador	de	mala	prognosis,	y	que	también	apunta	a	una	mayor	posibilidad	de	desarrollo	de	metástasis	[78].	Los	estudios	realizados	in	vivo	con	ratones	knock-out	para	la	subunidad	reguladora	p85β	demostraron	que,	tras	el	uso	de	azoximetano	(AOM),	que	causa	la	aparición	de	tumores	en	 el	 colon,	 en	 los	 ratones	 control	 aparecían	 un	 mayor	 número	 de	 tumores	 en	comparación	 con	 los	 ratones	deficientes	 en	 pik3r2,	 aunque	 el	 tamaño	 de	 los	 tumores	fuera	parecido	en	ambos	grupos	(Figura	8A).	En	otro	modelo,	en	este	caso	de	linfoma	tímico,	se	trasplantó	médula	ósea	de	animales	que	sobreexpresaban	p85β,	y	se	provocó	un	 linfoma	 con	 N-etil-N-nitrosourea	 (ENU).	 En	 este	 caso,	 el	 grupo	 de	 animales	 que	recibieron	el	trasplante	de	médula	ósea		de	células	hematopoyéticas	con	sobreexpresión	de	 p85β	 presentaron	menor	 supervivencia	 tras	 la	 generación	 del	 linfoma,	 además	 de	tener	más	metástasis	en	el	bazo	respecto	al	grupo	control	(Figura	8B)	[77].		
	
Figura	8.-	Modelos		de	p85β 	in	vivo.	(A)	Carcinoma	de	colon	inducido	por	el	tratamiento	con	DSS/AOM	en	ratones	p85β+/+	y	p85β-/-	un	mes	después	de	haber	recibido	un	trasplante	de	médula	ósea	de	ratones	p85β+/+.	Número	de	tumores	representan	la	media	+-	SD.	n=	12.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	 t	 de	 Student,	 ***	 p	 <	 0,001.	 (B)	 Linfomagénesis	 inducida	 en	 ratones	 scid	 tras	 haber	 recibido	 un	trasplante	 de	 céluulas	 de	 médula	 ósea	 infectadas	 con	 un	 vector	 vacío	 o	 un	 vector	 que	 codifica	 para	sobreexpresar	 p85β, seguido	del	 tratamiento	 con	 ENU	.	 En	 las	 curvas	 de	 supervivencia,	 para	 el	 análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	Kaplan-Meier,	***	p	<	0,001.	AOM	=	Azoximetano,	DSS	=	Sulfato	de	dextrano,	ENU	=		N-etil-N-nitrosourea.	Adaptado	deCortés	I,	2012.	
42		





2.-	 	 Estudio	 de	 la	 implicación	 de	 p85β	 en	 la	 activación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 y	 en	 la	proliferación	celular	en	líneas	celulares	de	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón.		
3.-	 Estudio	 del	 uso	 de	 agentes	 interferentes	 contra	 p85β	 (en	 lugar	 de	 inhibidores	 de	PI3K)	como	posible	tratamiento	terapéutico	para	tumores	accesibles	como	es	el	caso	en	el	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón.		














• DSMZ	 (Leibniz-Institut	 DSMZ-Deutsche	 Sammlung	 von	 Mikroorganismen	 und	Zellkulturen	GmbH):		
o Líneas	 celulares	 de	 cáncer	 de	 células	 escamosas	 de	 pulmón:	 HCC-15	 (ACC-496),	EPLC-272H	(ACC-383).	
• Otras	 líneas	 celulares:	BLM	(melanoma),	NCI-H2882	 (cáncer	de	 células	escamosas	de	pulmón).	Todas	las	líneas	celulares	fueron	incubadas	a	37ºC,	5%	CO2	y	95%	de	humedad.	
Anticuerpos		
• Western	 blot:	 p110α	 (clon	 C73F8,	 #4249,	 CST),	 p110β	 (C33D4,	 #3011,	 CST),	p85α	(#05-212,	MIllipore),	p85β	(1C8,	[77]),	β-actina	(A5441,	Sigma),	pAkt	T308	(C31E5E,	 #2965,	 CST),	 pAkt	 S473	 (#9271,	 CST),	 Akt	 total	 (#9272,	 CST),	 	 p-p70S6K	 (#9205,	 CST),	 p70S6K	 total	 (sc-230,	 Santa	 Cruz),	 p-PRAS40	 T246	(MAB68901,	R&D	Systems),	p-Erk	(#9101,	CST),	Erk	total	(#9102,	CST),	GST	(sc-138,	Santa	Cruz),	pFAK	Y397	(#3283,	CST),	FAK	total	(610088,	BD	Biosciences).	
• BrdU-FITC	(clon	B44,	#347583,	BD	Biosciences).	































Otros	materiales		G418	 (A1720,	 Sigma-Aldrich),	 	 Inhibidores	 PI3K:	 Ly294002	 (L9908,	 Sigma-Aldrich),	PIK75,	 TGX221,	 Rapamicina	 (R0395,	 Sigma-Aldrich),	 Matrigel	 (354234,	 BD),	Fibronectina	 (F2006,	 Sigma-Aldrich),	 microesferas	 glutatión-sefarosa	 (17-0756-01,	Amersham	 Biosciences),	 DNAsa	 (D4527,	 Sigma-Aldrich),	 Inhibidores:	 NaF,	 ácido	okadaico	(459620,	Calbiochem),	ortovanadato	sódico,	PMSF,	Aprotinina	(A1153,	Sigma-Aldrich),	Leupeptina	(L2884,	Sigma-Aldrich).	Proteína	L	(sc-2336,	Santa	Cruz),	Proteína	A	(71-7090-00	AF,	GE	Healthcare),	Proteína	G	(71-7083-00	AI,	GE	Healthcare).		Otros	 reactivos	 de	 uso	 habitual	 en	 el	 laboratorio,	 si	 no	 se	 indica	 lo	 contrario,	 fueron	adquiridos	de	Sigma-Aldrich	
Programas	de	análisis		
• BLAST:	Para	comparar	las	secuencias	de	las	subunidades	p85α	y	p85β	[82,83].	






Curvas	de	resistencia	G418		Se	 sembraron	 las	 diferentes	 líneas	 celulares	 objeto	 de	 infección,	 y	 se	 añadió	 G418	(Neomicina)	a	diferentes	 concentraciones,	 con	el	objetivo	de	conocer	 la	 concentración	mínima	 que	 producía	 muerte	 celular	 en	 cada	 línea.	 Se	 determinó	 la	 concentración	mínima	requerida,		la	menor	concentración	que	provocaba	la	muerte	del	cultivo	celular	tras	14	días	de	exposición.		
Generación	líneas	celulares	estables	
 Para	 la	 generación	 de	 líneas	 celulares	 estables	 con	 lentivirus	 hubo	 que	 producir,	 en	primer	 lugar,	 las	 partículas	 virales	 que	 contenían	 los	 ADN	 que	 queremos	 expresar,	 y	posteriormente	se	infectaron	las	células	diana,	resultando	en	la	integración	del	plásmido	de	interés	en	el	genoma	de	las	mismas.	Se	 sembraron	 106	 células	 HEK-293T	 en	 una	 placa	 p60	 y,	 tras	 24	 horas	 en	 cultivo,	 se	realizó	una	co-transfección	de	tres	plásmidos	(según	recomendaciones	del	 fabricante):	los	plásmidos	pMD2.G	 (contiene	el	 inserto	VsVg),	Pax2	y	el	plásmido	con	el	 shRNA	de	interés	 (vacío,	 p85α	 o	 p85β).	 Los	 plásmidos	 pMD2.G	 y	 Pax2	 	 generan	 las	 proteínas	necesarias	 para	 formar	 la	 cápside	 de	 los	 lentivirus,	 mientras	 que	 el	 tercer	 vector	transfectado	se	integra	en	el	genoma	del	virus,	y	tras	la	infección	en	la	célula	diana,	se	expresará	el	shRNA	que	contenga.	Al	día	siguiente,	se	cambió	el	medio	de	cultivo	a	las	células,	y	se	añadió	medio	de	cultivo	nuevo	con	suero	(sin	antibióticos).	Las	células	producen	 las	partículas	 lentivirales	que	posteriormente	 se	 liberan	 al	 medio.	 Se	 incubaron	 las	 células	 24	 horas;	 además,	 se	sembraron	 las	células	que	serán	objeto	de	 la	 infección	en	2	placas	p6	multi-pocillo,	en	los	cuales	se	realizaron	las	infecciones.	Tras	las	24	horas	de	incubación,	las	células	HEK-293T	produjeron	las	partículas	virales,	que	se	encontraban	en	el	medio	de	cultivo.	Para	poder	realizar	la	infección,	se	recogió	el	
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 Se	 utilizaron	 ratones	 de	 dos	 cepas	 distintas:	 por	 un	 lado,	 se	 utilizó	 la	 cepa	 scid/scid	(BALB/cJHanHsd-Prkdcscid	 )	 que	 no	 desarrolla	 células	 T	 ni	 B.	 También	 se	 utilizaron	ratones	 de	 la	 cepa	 scid/beige	 (C.B-17/	 IcrHsd-PrkdcscidLystbg-J),	 que	 no	 desarrollan	células	T	ni	B,	y	las	células	“Natural	Killer”	(NK)	tienen	una	deficiencia	en	su	capacidad	citotóxica.	El	día	previo	de	 la	 inyección	se	descongela	el	matrigel	necesario,	manteniéndolo	a	4ºC	para	que	se	encuentre	en	estado	líquido.	El	día	de	la	inoculación,	se	levantaron	las	células,	se	lavaron	con	PBS	1X,	y	se	pusieron	en	solución	1:1	con	el	matrigel,	manteniendo	la	solución	en	hielo	hasta	el	momento	de	su	inyección	en	los	ratones.	
54		
En	 el	 animalario,	 el	 primer	 paso	 fue	 cortar	 el	 pelo	 del	 lomo	 de	 los	 animales	 y	posteriormente	 fueron	 anestesiados	 por	 vía	 aérea	 usando	 isoflurano.	 Las	 células	 se	inyectaron	en	ambos	flancos	de	los	animales,	con	una	jeringa	de	1mL	y	una	aguja	de	19G.	Se	recogieron	las	células	con	la	jeringa	(sin	aguja)	y	posteriormente	se	inyectaron	5-10	x	106	 células/flanco	 en	 los	 animales	 anestesiados,	 en	 un	 volumen	 final	 de	 200-250µL.	Finalmente,	 las	 heridas	 post-inyección	 fueron	 selladas	 con	 un	 sellador	 dérmico	comercial	en	spray.	Tras	 7-10	 días	 de	 las	 inoculaciones,	 se	 comprobó	 que	 los	 tumores	 estaban	 bien	establecidos,	 momento	 en	 el	 cual	 se	 comenzaron	 los	 experimentos	 con	 la	 adición	 de	doxiciclina	(2	mg/mL)	y	sacarosa	al	5%	en	el	agua	de	los	animales.	Los	tumores	fueron	medidos	con	un	calibre	digital,	midiendo	en	todas	 las	ocasiones	el	diámetro	mayor	(D)	y	el	menor	(d).	Posteriormente,	se	calculó	el	volumen	aproximado	de	cada	tumor	con	la	fórmula:	
!"#$%&' !"#$% =  ! ∗ !!2 	Los	 animales	 fueron	 pesados	 y	 examinados	 2-3	 veces/semana,	 asegurando	 el	 buen	estado	de	los	animales	en	todo	momento,	y	confirmando	cada	vez	que	no	sobrepasaban	ningún	 criterio	 de	 punto	 final	 del	 experimento	 (pérdida	 del	 20%	 del	 peso	 inicial,	volumen	 del	 tumor	 mayor	 de	 1500	 mm3	 o	 pérdida	 completa	 del	 tumor	 durante	 dos	semanas).	
Ensayo	de	activación	de	la	proteína	FAK	a	través	de	integrinas	
 Se	sembraron	las	diferentes	líneas	celulares,	y	fueron	tratadas	72	horas	con	doxiciclina	a	una	concentración	de	5	mg/mL.	Tras	 las	72	horas,	se	 lavaron	las	diferentes	placas	con	PBS,	 y	 se	 añadió	 medio	 de	 cultivo	 sin	 suero	 (starving)	 y	 doxiciclina	 a	 la	 misma	concentración,	y	se	incubaron	un	mínimo	de	16	horas;	a	su	vez	se	prepararon	2	placas	de	6	pocillos	tapizadas	con	fibronectina	(15	mg/mL).	Al	 día	 siguiente,	 se	 lavaron	 las	 células	 con	 PBS,	 y	 se	 levantaron	 con	 EDTA	 0,02%.	 A	continuación,	 se	sembraron	 las	células	en	diferentes	condiciones:	 sin	 fibronectina,	 con	fibronectina	sin	suero	(a	dos	tiempos	distintos,	20	y	60	minutos	respectivamente),		y	con	fibronectina	con	suero	(también	a	20	y	60	minutos).	
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Tras	 los	 diferentes	 tratamientos,	 se	 recogieron	 las	 células	 y	 se	 obtuvieron	 extractos	celulares	en	solución	RIPA	con	inhibidores.	
Ensayo	de	precipitación	de	proteínas	con	microesferas	de	agarosa		Las	células	COS-7	se	transfectaron	con	diferentes	plásmidos	(pEBG(GST)-human_p85β,	pEBG(GST)-murine_HA-p85α,	 pSG5-myc-p110β	 o	 pSG5-myc-p110α)	 en	 distintas	combinaciones.	Tras	48	horas	desde	 la	 transfección,	 se	 levantaron	 las	células	y	 fueron	lisadas	 con	un	 tampón	de	 lisis	para	Pull	Down	 durante	60	minutos,	 en	 rotación	a	4ºC.	Tras	 la	 cuantificación	 de	 proteínas	 de	 cada	 condición,	 se	 realizó	 un	 Pull	 Down	 (PD)	utilizando	4mg	en	el	PD1,	8mg	en	PD2,	por	condición	y	500	µL	de	microesferas	(beads)	de	sefarosa	con	glutatión.	Se	pusieron	en	rotación	90	minutos	a	4ºC,	y	posteriormente	se	centrifugaron	 a	 1200	 rpm,	 5	 minutos,	 para	 retirar	 el	 sobrenadante.	 El	 complejo	 de	proteínas	 formado	en	 las	beads	 fue	 lavado	3	veces	con	 la	solución	de	 lisis,	y	dos	veces	con	 la	 solución	 de	 lavado,	 y	 finalmente	 se	 les	 añadió	 100µL	 de	 solución	 de	 carga;	 se	hirvieron	 10	 minutos,	 y	 se	 congelaron	 las	 muestras	 a	 -20ºC,	 para	 entregarlas	 en	 el	Servicio	de	Proteómica	del	CNB.	
Espectrometría	de	masas	Triple-TOF	
 En	primer	lugar,	se	realizó	una	electroforesis	en	gel	de	poliacrilamida	para	resolver	las	proteínas	de	las	muestras;	a	continuación,	se	tiñó	el	gel	con	azul	coomassie	coloidal,	y	se	recortaron	 las	 bandas	 de	 cada	 carril	 de	 cada	muestra	 para	 ser	 digeridos	 con	 tripsina.	Posteriormente,	cada	muestra	digerida	fue	fraccionada	por	cromatografía	reversa	a	pH	básico.	 Finalmente,	 se	 realizó	una	 cromatografía	 líquida	 acoplada	 a	 espectrometría	de	masas	 triple-TOF.	 Los	 datos	 obtenidos	 fueron	 analizados	 en	 el	 motor	 de	 búsqueda	MASCOT	frente	a	la	base	de	datos	de	Homo	sapiens	de	UNIPROT.	
Ensayo	de	pulso	y	caza	de	bromodesoxiuridina	(BrdU)		
	El	día	anterior	al	ensayo	se	sembraron	0,5	x	106	células	en	placas	p100,	una	placa	por	cada	condición	deseada.	Al	día	siguiente,	se	añadió	el	BrdU	1/500	(stock	=	10	mM)	en	cada	placa	y	se	 incubó	a	37ºC	durante	el	 tiempo	del	pulso	(dependiendo	de	cada	 línea	celular,	entre	30	y	90	minutos).	Tras	el	pulso	de	BrdU,	se	retiró	el	medio	de	cultivo,	se	lavaron	 las	 placas	 con	 PBS,	 y	 se	 les	 añadió	 medio	 de	 cultivo	 fresco	 sin	 BrdU.	 Se	recogieron	 los	 diferentes	 tiempos	 (caza)	 según	 el	 siguiente	 procedimiento:	 se	 lavó	 la	
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placa	con	PBS,	se	levantaron	las	células	con	EDTA	0,02%	y	tras	centrifugar	5	minutos	a	1200	 rpm	 y	 eliminar	 el	 sobrenadante	 (SN),	 las	 células	 se	 resupendieron	 en	 PBS	 frío	(4ºC)	durante	5	minutos.	Tras	los	5	minutos,	se	centrifugaron	las	células,	se	eliminó	el	SN,	y	se	resuspendieron	en	100µL	de	PBS	frío,	tras	lo	cual	se	añadió	-gota	a	gota-	5mL	de	etanol	frío	(-20ºC),	y	se	incubaron	las	células	toda	la	noche	a	-20ºC.	Al	día	siguiente,	se	centrifugaron	 las	 células	 a	 1200	 rpm	durante	5	minutos	 a	 4ºC,	 se	 descarta	 el	 SN	 y	 se	resuspendieron	en	150mL	de	PBS	frío.	Las	células	resuspendidas	se	pasaron	a	una	placa	multipocillo	de	fondo	en	V.	Se	centrifugó	la	placa	a	800	rpm,	5	minutos,	y	se	descartó	el	SN;	 a	 continuación	 se	 añadieron	 200µL	 de	 una	 solución	HCl	 2M	 :	 0,5%	Tritón	 X100	 :	Pepsina	 (1:1000,	 stock	 =	 20mg/mL),	 y	 se	 incubaron	 las	 células	 en	 primer	 lugar	 30	minutos	 a	 temperatura	 ambiente	 (RT),	 y	 después	 12	 minutos	 a	 37ºC.	 Tras	 estas	incubaciones,	se	centrifugaron	las	células	a	800	rpm,	se	descartó	el	SN	y	se	lavaron	las	células	con	una	solución	de	PBS	más	5%	de	FBS.	Tras	el	lavado,	se	añadió	a	cada	punto	12µL	del	anticuerpo	anti-BrdU	conjugado	con	FITC	en	un	volumen	total	de	100µL	de	una	solución	compuesta	de	PBS	1X	:	5%	FBS	:	0,5%	Tritón	X100,	y	se	incubaron	las	células	durante	1	hora	a	temperatura	ambiente	en	oscuridad.	Tras	la	incubación,	se	lavaron	las	células	 con	 PBS	 1X	 un	 par	 de	 veces,	 y	 finalmente	 se	 resuspendieron	 en	 1mL	 de	 una	solución	 1:1	 de	 PBS	 y	 Ioduro	 de	 propidio	 (PI),	 se	 incubaron	 30	 minutos	 a	 37ºC	 (en	oscuridad)	y	fueron	guardadas	a	4ºC,	hasta	que	se	analizaron	en	el	citómetro	de	flujo.	
Ensayo	de	fraccionamiento	celular		
 Partiendo	de	células	vivas	no	 fijadas,	 se	 levantaron	 las	 células	y	 se	 resuspendieron	en	solución	 tampón	 de	 lisis	 A	 (10mM	 Hepes	 pH	 7.9;	 10mM	 KCl;	 1.5mM	 MgCl2;	 0.34M	
Sacarosa;	10%	glicerol)	+	1µM	DTT	+	inhibidores	de	proteasas	+	0,1%	Tritón	X100	y	se	incubaron	 5	 minutos	 en	 hielo.	 Se	 centrifugaron	 5	 minutos	 a	 3500	 rpm	 y	 a	 4ºC,	 y	 se	recogió	el	sobrenadante,	que	consiste	en	la	fracción	citosólica.	El	pellet	formado	son	los	núcleos	 intactos,	 los	 cuales	 fueron	 lavados	 con	el	buffer	A	+	1µM	DTT	 (igual	 volumen	que	 paso	 anterior).	 Se	 centrifugaron	 en	 las	 mismas	 condiciones,	 se	 descartó	 el	sobrenadante,	y	se	obtuvieron	los	núcleos	intactos	[80].		
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Ensayo	de	inmunoprecipitación	(IP)	






1.-	Niveles	de	p85β 	en	diferentes	tipos	de	cáncer	de	pulmón		La	 importancia	 de	 PI3K	 en	 cáncer	 está	 en	 la	 actualidad	 bien	 demostrada.	 Estudios	previos	del	 laboratorio	mostraron	que	 la	 sobreexpresión	de	p85b	 induce	 la	activación	de	la	ruta	de	PI3K.	Existe	una	sobreexpresión	de	p85β	en	el	cáncer	de	mama	y	de	colon	con	respecto	a	los	correspondientes	tejidos	sanos	[77].	Para	averiguar	si	hay	más	tipos	de	 cáncer	 con	 estas	 características,	 se	 realizó	 un	 estudio	 de	 la	 expresión	 génica	 de	
PIK3R2	 (que	 codifica	 la	 proteína	 p85β).	 Para	 ello,	 se	 utilizó	 la	 base	 de	 datos	 online	







2.1.	Determinación	de	los	niveles	de	expresión	de	p85β 	y	p85α 	en	SqCLC		Los	 datos	 procedentes	 de	 la	 base	 de	 datos	 Oncomine	 soportaban	 el	 enfoque	 de	 la	investigación	hacia	el	estudio	del	papel	de	la	enzima	PI3K,	y	en	concreto	de	p85β,	en	el	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón	(SqCLC).	En	primer	lugar,	buscamos	un	panel	de	líneas	 celulares	 de	 tipo	 SqCLC	 en	 diferentes	 repositorios	 y	 colecciones	 de	 líneas	celulares:	 “American	 Type	 of	 Cell	 Culture”	 (ATCC)	 y	 “Leibniz-Institut	 DSMZ-Deutsche	
Sammlung	von	Mikroorganismen	und	Zellkulturen	GmbH”	(DMSZ).	A	continuación,	se	analizaron	los	niveles	de	expresión	de	las	 isoformas	de	las	distintas	subunidades	 de	 PI3K	 de	 clase	 IA	 en	 estas	 líneas	 de	 SqCLC.	 Para	 ello,	 se	 utilizó	 como	control	la	línea	celular	Jurkat	(línea	celular	de	linfocitos	T	humanos	inmortalizados),	que	tiene	 los	 niveles	 de	 expresión	de	p85β	y	 p85α	 similares	 [88],	 y	 puede	 ser	 usada	para	normalizar	los	niveles	relativos	de	p85β	y	p85α,	en	distintos	experimentos,	tomando	el	valor	de	expresión	de	p85β o	p85α	en	Jurkat	como	1	y	refiriendo	a	este	valor	los	niveles	de	p85β	y	p85α	de	las	distintas	líneas	celulares.	Realizamos	un	análisis	de	un	total	de	10	líneas	 SqCLC,	 además	 de	 una	 línea	 de	 adenocarcinoma	 de	 pulmón	 (H1703).	 Como	controles	 adicionales	 utilizamos	 las	 células	 MCF10	 (línea	 de	 células	 epiteliales	normales),	que	tiene	mayores	niveles	de	expresión	de	p85α	que	de	p85β,	y	BLM	(línea	celular	de	melanoma),	la	cual	expresa	mayoritariamente	p85β.		
	






















































Se	recogieron	las	células	procedentes	de	cultivos	celulares	en	crecimiento	exponencial	y	se	 lisaron	 con	 una	 solución	 tampón	 de	 lisis	 denominada	 RIPA	 junto	 con	 diversos	inhibidores.	Se	normalizó	el	contenido	de	proteína	en	los	distintos	lisados	celulares	y	se	analizaron	por	Western	Blot	(WB)	(Figura	10).	Este	 análisis	 demostró	 que	 las	 líneas	 celulares	 SqCLC	 presentan	 mayores	 niveles	 de	p85β	que	de	p85α,	mientras	que	los	niveles	de	las	isoformas	de	la	subunidad	catalítica	p110	(p110α	y	p110β),	tienen	diferentes	valores	en	cada	línea	celular.	
2.2.	Determinación	del	ratio	p85β/p85α 	en	SqCLC 	En	primer	lugar	se	realizó	una	estratificación	de	las	líneas	celulares	en	base	a	sus	niveles	totales	 de	 expresión	 de	 p85β	 (Figura	 11A).	 Dado	 que	 los	 heterodímeros	 de	p85β/p110α	presentan	mayor	actividad	PI3K	basal	que	los	heterodímeros	p85α/p110α	[77],	es	importante	determinar	la	relación	entre	un	tipo	de	complejo	y	otro.	Para	ello	se	calculó	el	ratio	entre	p85β	y	p85α	(figura	11B).	A	partir	de	este	punto,	nos	referiremos	a	las	líneas	clasificadas	de	acuerdo	con	los	valores	de	la	relación	entre	p85β/	p85α.	En	conjunto,	estos	datos	muestran	que	 las	10	 líneas	celulares	SqCLC	analizadas	tienen	mayores	 niveles	 de	 expresión	 de	 p85β en	 comparación	 con	 p85α,	 aunque	 el	 ratio	 de	expresión	p85β/p85α es	variable.	Los	datos	también	muestran	una	expresión	variable,	a	nivel	de	cada	línea	celular,	de	las	isoformas	principales	de	la	subunidad	catalítica	p110	(Figura	10).	
	Figura	11.-	Las	líneas	de	SqCLC	tienen	mayores	niveles	de	p85β 	y	distintos	ratios	p85β/p85α .	(A)	Determinación	 de	 los	 niveles	 absolutos	 de	 p85α	 y	 p85β,	 utilizando	 como	 valor	 1	 los	 niveles	 de	 ambas	isoformas	 en	 células	 Jurkat.	 (B)	 Estudio	 comparativo	 del	 ratio	 p85β/p85α	 en	 las	 diferentes	 líneas	celulares	 SqCLC.	 Los	 líneas	 celulares	 cuyos	 nombres	 están	 en	 gris	 son	 aquellas	 con	 un	 ratio	p85β/p85α menor	 de	 2.	 El	 gráfico	 muestra	 la	 media	 ±	 SEM.	 SqCLC	 =	 Cáncer	 de	 células	 escamosas	 de	pulmón;	Ad	=	Adenocarcinoma.	(n	=	3).	
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3.-	Estudio	in	vitro	de	la	activación	de	la	ruta	de	PI3K	en	líneas	SqCLC	tras	reducir	los	
niveles	de	p85α 	o	p85β 		Para	el	estudio	de	la	activación	de	la	ruta	canónica	de	PI3K,	se	analizaron	los	niveles	de	fosforilación	de	distintos	efectores	esta	ruta,	que	se		correlacionan	con	un	estado	activo	de	los	mismos.	Las	efectores	estudiados	fueron	Akt,	también	llamada	proteína	quinasa	B	(PKB),	analizando	dos	fosforilaciones	que	determinan	su	estado	de	activación	(Thr308	y	Ser473)	 [89];	 PRAS40,	 determinando	 la	 fosforilación	 en	 el	 residuo	 Thr246	 [90];	 y	p70S6K,	midiendo	la	fosforilación	del	residuo	Thr389	[91].	También	se	estudió	el	grado	de	activación	de	la	proteína	Erk,	como	control	de	la	ruta	de	señalización	de	las	MAPK,	ya	que	podría	existir	una	regulación	mutua	entre	PI3K	y	Erk	[53].	El	estudio	de	 la	 fosforilación	de	estos	efectores	 se	 realizó	utilizando	cultivos	 celulares	asincrónicos	en	crecimiento	exponencial,	así	como	cultivos	incubados	sin	suero	durante	16	 horas	 (starving),	 lo	 que	 permitió	 “silenciar”	 las	 rutas	 de	 señalización	 celular	 y	obtener	 una	 activación	 óptima	 y	 sincrónica	 tras	 la	 adición	 de	 suero.	 Se	 comparó	 la	activación	 de	 los	 efectores	 a	 30	 ó	 60	minutos	 tras	 la	 re-estimulación	 con	 suero.	 Esta	cinética	 permitió	 comparar	 si	 hay	 una	 activación	 normal	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 a	corto/medio	tiempo,	o	si	por	el	contrario,	hay	algún	retraso	en	la	activación	de	la	ruta	en	alguno	de	los	distintos	puntos.	Para	 este	 estudio	 se	 seleccionaron	 2	 líneas	 celulares	 de	 SqCLC.	 Para	 contemplar	diferentes	 escenarios,	 se	 decidió	 trabajar	 con	 una	 línea	 celular	 con	 un	 ratio	 de	p85β/p85α	elevado	(H226	ratio	>10),	y	otra	con	un	ratio	más	bajo	(CaLu-1	ratio	~3).		Con	el	 fin	de	determinar	 la	 implicación	de	p85β	en	 la	activación	de	 la	ruta	de	PI3K	en	SqCLC,	se	generaron	en	el	laboratorio	nuevas	líneas	celulares	estables	a	partir	de	éstas,	que	contienen	un	vector	lentiviral	que	expresa	un	shRNA	(del	inglés	short	hairpin	RNA)	inducible	por	doxiciclina,	capaz	de	silenciar	la	expresión	del	gen	diana	del	shRNA	[92].	De	cada	 línea	celular	se	generaron	 líneas	que	expresaban	el	vector	vacío	 (usado	como	control),	o	un	shRNA	para	PIK3R2	(p85β)	o	para	PIK3R1	(p85α).	La	reducción	de	los	niveles	de	expresión	de	las	diferentes	isoformas	de	p85	se	produce	tras	 inducir	 72	 horas	 la	 expresión	 del	 shRNA	 con	 doxiciclina.	 Tras	 este	 periodo,	 se	comprobó	los	niveles	de	expresión	de	p85β	en	ambas	líneas	celulares	estables	(CaLu-1	shRNA-PIK3R2,	 H226	 shRNA-PIK3R2	 y	 sus	 respectivas	 líneas	 controles).	 El	
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silenciamiento	 de	 p85β	 fue	 correcto	 en	 ambos	 casos	 (mayor	 del	 90%)	 y	 se	 analizó	 el	estado	de	activación	de	la	ruta	de	PI3K,	determinando	los	niveles	de	fosforilación	de	Akt,	p70S6K,	PRAS40	y	Erk.	Con	 objeto	 de	 cuantificar	 estos	 resultados	 y	 comparar	 distintos	 experimentos	 se	procedió	a	medir	 la	 intensidad	de	 la	señal	correspondiente	a	 los	distintos	efectores	en	los	resultados	de	WB	utilizando	el	programa	ImageJ.	La	señal	se	normalizó,	en	cada	caso,	respecto	a	la	señal	correspondiente	al	contenido	de	la	proteína	total	en	cuestión.	La	ruta	de	PI3K	tiene	una	rápida	cinética	de	activación,	por	lo	que	se	decidió	darle	un	valor	de	100%	a	los	resultados	obtenidos	tras	30	minutos	de	re-estimulación,	ya	que	era	a	este	tiempo	 cuando	 se	 detectaban	 los	 mayores	 niveles	 de	 fosforilación	 y,	 por	 tanto,	activación	de	Akt.		La	 línea	H226	expresa	principalmente	 la	 isoforma	p85β,	por	 lo	que,	 tras	silenciar	ésta	isoforma,	y	dado	el	papel	de	la	subunidad	reguladora	en	la	estabilización	de	p110	[26],	se	produce	una	 ligera	disminución	en	 los	niveles	de	ambas	 isoformas	de	 la	 subunidad	
	Figura	12.-	El	silenciamiento	de	p85β 	en	H226	reduce	la	actividad	de	la	ruta	PI3K.	Las	células	H226	se	cultivaron	con	doxiciclina	(2	mg/mL,	72h).	Se	analizaron	las	células	en	crecimiento	exponencial	(EXP),	tras	16	horas	de	starving	(STR),	o	tras	el	starving	y	la	posterior	re-estimulación	durante	30	ó	60	minutos	(30’,	60’).	 (A)	WB	representativo	de	 cada	proteína	analizada	 (B)	Cuantificación	de	 los	experimentos.	El	gráfico	muestra	la	media	±	SD.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	t	de	Student,	*	p	<	0,05;	**	p	<	0,01.	(n	=	3).	
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catalítica	 p110.	 Esto	 explicaría	 que,	 en	 la	 línea	 celular	 H226-shRNA-PIK3R2,	 se	observase	un	menor	grado	de	activación	de	la	ruta	de	señalización	canónica	de	PI3K	en	los	diferentes	efectores	estudiados.	En	concreto,	comparando	los	niveles	de	fosforilación	entre	la	línea	control	(shRNA	vacío)	y	la	línea	con	p85β	reducido,	se	observó	que	había	una	menor	señal	de	Akt	fosforilado	en	los	residuos	Thr308	y	Ser473	a	30	minutos	tras	la	re-estimulación	 con	 suero,	 y	un	menor	nivel	 de	 fosforilación	de	p70S6K	en	 el	 residuo	Thr389	 (tanto	 tras	 las	 16	 horas	 de	 deprivación	 de	 suero,	 como	 a	 60	minutos	 tras	 re-estimulación).	 La	 proteína	 PRAS40,	 que	 forma	 parte	 del	 complejo	 mTORC1,	 también	tiene	 una	 ligera	 reducción	 en	 los	 niveles	 de	 fosforilación	 de	 la	 Thr246,	 si	 bien	 esta	diferencia	no	es	significativa,	al	igual	que	la	variación	en	los	niveles	de	fosforilación	de	Erk1/2	 (Thr202/Thr204)	 (Figura	 12).En	 el	 caso	 de	 la	 línea	 celular	 CaLu-1,	 tras	 el	tratamiento	con	doxiciclina,	se	determinó	que,	en	el	caso	de	Akt,	hay	una	reducción	en	el	nivel	 de	 activación	 en	 el	 tiempo	 de	 60	 minutos	 tras	 la	 re-estimulación,	 detectada	 en	ambas	 fosforilaciones	 (Thr308	 y	 Ser473).	 En	 el	 caso	de	p70S6K,	 se	 observó	 la	misma	disminución	 en	 la	 activación	 a	 60	 minutos	 tras	 la	 re-estimulación,	 y	 también	 en	 la	condición	 de	 crecimiento	 exponencial	 (Figura	 13).	 Este	 último	 resultado	 tiene	 una	especial	importancia,	ya	que	la	línea	celular	CaLu-1	posee	una	mutación	en	el	gen	KRAS	[93],	que	provoca	una	activación	constitutiva	de	 la	proteína	y,	en	consecuencia,	de	 las	rutas	PI3K/Akt	y	MAPK/Erk	[53].	También	a	60	minutos	tras	la	re-estimulación	se	pudo	observar	un	 ligero	descenso	en	 los	niveles	de	PRAS40	 fosforilado,	mientras	que	no	 se	observaron	cambios	en	 los	niveles	de	 fosforilación	de	Erk1/2	en	 los	distintos	 tiempos	analizados.	La	disminución	del	nivel	de	activación	de	p70S6K	y	el	hecho	de	que	no	haya	cambios	 significativos	en	 la	 activación	de	Erk	 sugieren	que,	 a	pesar	de	que	 las	 células	CaLu-1	posean	la	mutación	de	KRAS,	no	hay	una	compensación	en	la	ruta	MAPK/Erk	tras	inhibir	PI3K.	Esta	 disminución	 de	 los	 niveles	 de	 fosforilación	 observadas	 tanto	 en	 Akt	 como	 en	p70S6K	(y	en	menor	grado	también	en	PRAS40)	tras	la	reducción	de	p85β, confirman	la	implicación	de	 la	 subunidad	 reguladora	p85β	 en	 el	 estado	de	 activación	de	 la	 ruta	de	señalización	de	PI3K/Akt	en	SqCLC.		Para	corroborar	que	p85β es	la	principal	isoforma	implicada	en	la	activación	de	la	ruta	de	 PI3K	 y	 no	 p85α,	 se	 repitió	 el	 estudio	 in	vitro	 tanto	 en	 CaLu-1	 como	 en	H226,	 con	
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	Figura	 13.-	 El	 silenciamiento	 de	 p85β 	 en	 CaLu-1	 reduce	 la	 actividad	 de	 la	 ruta	 PI3K.	Las	células	CaLu-1	se	cultivaron	con	doxiciclina	(5	mg/mL,	72h).	Se	analizaron	las	células	en	crecimiento	exponencial	(EXP),	 tras	16	horas	de	starving	(STR),	o	 tras	el	starving	y	 la	posterior	re-estimulación	durante	30	ó	60	minutos	 (30’,	 60’).	 (A)	 WB	 representativo	 de	 cada	 proteína	 analizada.	 (B)	 Cuantificación	 de	 los	experimentos.	El	gráfico	muestra	la	media	±	SD.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	t	de	Student,	*	p	<	0,05.	(n	=	3).	
	líneas	 celulares	 estables	 con	 un	 shRNA	 dirigido	 contra	 el	 gen	 PIK3R1,	 inducibles	 por	doxiciclina	(CaLu-1-	y	H226-shRNA-PIK3R1).	El	silenciamiento	de	p85α fue	diferente	en	cada	línea	celular;	en	CaLu-1,	el	silenciamiento	fue	correcto	(mayor	del	80%),	mientras	que	en	H226	fue	en	torno	al	50%	(Figura	14).		A	 pesar	 de	 que	 en	 ambas	 líneas	 celulares	 la	 reducción	 de	 p85α provocó	 una	 mayor	bajada	de	los	niveles	de	p110	que	tras	el	silenciamiento	de	p85β,	en	H266	se	observó	un	aumento	 de	 los	 niveles	 de	 fosforilación	 en	 Akt,	 p70S6K	 y	 PRAS40,	 que	 fueron	significativos	en	las	fosforilaciones	de	Akt	Thr308	y	en	p70S6K	Thr389	tras	el	starving	de	16	horas	(Figura	14).	En	el	caso	de	la	línea	celular	CaLu-1,	se	observó	un	aumento	de	los	 niveles	 de	 fosforilación	 de	 Akt	 Thr308	 y	 de	 p70S6K	 Thr389	 tras	 las	 re-estimulaciones	 posteriores	 al	 starving,	 aunque	 hubo	 una	 reducción	 en	 los	 niveles	 de	fosforilación	de	Akt	en	el	residuo	Ser473.		Estos	 resultados	 refuerzan	 la	 conclusión	 de	 que	 p85β,	 y	 no	 la	 isoforma	 p85α ,	 es	 la	implicada	en	la	activación	de	la	ruta	PI3K	en	estas	líneas	de	SqCLC.	La	reducción	de	los
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Figura	 14.-	 El	 silenciamiento	 de	 p85α 	 aumenta	 los	 niveles	 de	 actividad	 del	 la	 ruta	 de	 PI3K	 en	
células	 CaLu-1	 y	 H226.	 Las	 células	 CaLu-1	 y	 H226	 se	 cultivaron	 con	 doxiciclina	 (5	 y	 2	mg/mL,	 72h,	respectivamente).	 Se	analizaron	 las	 células	en	crecimiento	exponencial	 (EXP),	 tras	16	horas	de	 starving	(STR),	o	tras	el	starving	y	la	posterior	re-estimulación	durante	30	ó	60	minutos.	(A)	WB	representativo	de	cada	proteína	analizada.	(B)	Cuantificación	de	los	experimentos.	El	gráfico	muestra	la	media	±	SD.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	t	de	Student,	*	p	<	0,05;	**	p	<	0,01.	(n	=	3).		
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niveles	de	p85α	provoca	un	aumento	en	la	proporción	de	los	complejos	p85β/p110,	lo	que	explica	la	mayor	activación	de	la	ruta	de	PI3K	a	pesar	de	la	reducción	de	p85α	y	la	bajada	de	niveles	de	p110.	En	el	caso	de	la	 fosforilación	de	la	Ser473	de	Akt,	 los	datos	sugieren	que	la	activación	de	mTORC2	requiere,	en	parte,	de	la	contribución	de	p85α.	En	conjunto,	estos	datos	muestran	que	en	 las	células	de	SqCLC,	 la	proteína	p85β,	y	no	p85α	aunque	ésta	se	exprese,	regula	la	activación	de	la	ruta	de	PI3K,	teniendo	un	mayor	impacto	en	las	células	que	la	mutación	endógena	de	KRAS	[54,94,95].	
4.-	Estudio	de	la	implicación	de	p85β 		en	la	activación	de	FAK	por	Integrinas			Datos	previos	del	laboratorio	demuestran	la	implicación	de	p85β en	la	regulación	de	la	formación	de	invadopodios	[36].	Tras	demostrar	la	implicación	de	p85β en	el	aumento	de	 los	 niveles	 de	 activación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 se	 decidió	 investigar	 el	 posible	 papel	específico	de	p85β	en	la	activación	de	la	quinasa	de	adhesión	focal	(FAK)	en	SqCLC,	dada	su	importancia	en	la	formación	de	invadopodios	[96].		Se	realizaron	ensayos	de	activación	de	FAK	a	través	de	integrinas	[97]	en	la	línea	celular	CaLu-1,	 en	 la	 que	 se	 ha	 mostrado	 una	 mayor	 activación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 que	correlaciona	con	la	sobreexpresión	de	p85β.	Para	determinar	si	se	producía	un	aumento	significativo	en	 los	niveles	de	activación	de	 la	proteína	FAK,	se	realizaron	una	serie	de	experimentos	 en	 los	 cuales	 se	 estudió	 la	 activación	 de	 FAK	 tras	 de	 las	 unión	 de	 las	
	Figura	15.-	La	activación	de	FAK	no	es	específica	de	una	isoforma	de	p85	(n	=	4).	Las	células	CaLu-1	(shRNA	vacío	(control),	shRNA	PIK3R1	y	shRNA	PIK3R2)	se	cultivaron	con	doxiciclina	(5	mg/mL,	72h).	Se	levantaron	las	células	y	sembraron	en	diferentes	condiciones:	+/-	fibronectina,	y	en	ambos	casos	con	+/-	FBS	durante	20	ó	60	minutos.	(n	=	4).	
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integrinas	de	membrana	a	fibronectina	[98].	Para	comprobar	dicha	hipótesis,	se	decidió	analizar	el	estado	de	activación	de	FAK,	cuyo	primer	paso	es	 la	autofosforilación	en	 la	Tyr397	 [99],	 y,	 a	 su	 vez,	 también	 se	 analizaron	 los	 niveles	 de	 activación	 de	 Erk1/2	(Thr202/Thr204),	 puesto	 que	 está	 descrito	 que	 ambas	 proteínas	 están	 ligadas	 en	 la	cascada	de	señalización	implicada	en	la	formación	de	invadopodios	[100,101].		Tras	realizar	la	estimulación	de	FAK	in	vitro	a	través	de	las	integrinas,	comprobamos	su	correcta	activación	por	medio	del	estado	de	fosforilación	del	residuo	Tyr397.	En	la	línea	celular	 CaLu-1,	 usando	 las	 líneas	 estables	 que	 contenían	 el	 vector	 vacío,	 el	 shRNA-	




que	 sobreexpresan	p85β,	 para	analizar	 el	 estado	de	activación	de	 la	quinasa	FAK.	Los	niveles	de	activación	se	analizaron	en	condiciones	de	crecimiento	exponencial,	 tras	16	horas	 de	 starving,	 y	 también	 tras	 una	 re-estimulación	 con	 suero	 de	 30	 ó	 60	minutos	(Figura	16).	Como	consecuencia	del	aumento	de	p85β,	no	se	observan	diferencias	en	los	niveles	de	FAK	fosforilado	en	la	Tyr397.	En	cuanto	a	los	niveles	de	Erk	activo,	se	ve	un	ligero	descenso	tanto	en	fosfo-Erk	como	en	Erk	total,	por	lo	que	el	ratio	entre	la	cantidad	total	 de	 Erk,	 y	 los	 niveles	 de	Erk	 activo,	 se	mantuvo	 similar.	 La	 leve	 reducción	 en	 los	niveles	 de	 activación	 de	 FAK,	 apoyan	 los	 datos	 anteriores	 de	 que	 la	 subunidad	reguladora	p85β	no	regula	la	activación	de	FAK	en	las	líneas	estudiadas.	
5.-	Estudio	in	vivo	de	la	implicación	de	p85β 	y	p85α 	en	el	crecimiento	tumoral	en	
líneas	celulares	de	SqCLC.	
5.1.	Estudio	de	xenógrafos	tras	el	silenciamiento	de	p85β 	o	p85α  	Tras	estudiar	in	vitro	la	implicación	de	las	isoformas	de	p85	en	la	activación	de	la	ruta	de	PI3K	en	líneas	SqCLC,	se	decidió	trasladar	esos	resultados	a	tumores	in	vivo.	Para	ello,	se	planteó	el	estudio	de	las	consecuencias	de	silenciar	p85β	en	tumores	ya	establecidos	y	que	 presentaban	 “isoform	 switch”	 (como	 son	 los	 de	 SqCLC)	 ya	 que	 el	 tratamiento	 en	tumores	establecidos	no	ha	sido	investigado	previamente,	y	de	ser	exitoso	demostraría	su	 potencial	 terapéutico	 en	 el	 cáncer	 de	 células	 escamosas	 de	 pulmón.	 Se	 realizaron	ensayos	de	xenotrasplantes	con	varias	líneas	celulares	SqCLC	en	cepas	de	ratón	scid/scid	y	scid/beige.	Se	inyectaron	subcutáneamente	entre	5	y	10	x	106	células	de	las	distintas	líneas	celulares	en	una	solución	de	matrigel.	Se	esperaron	de	7	a	10	días,	según	la	línea	celular,	 	 hasta	 que	 los	 tumores	 se	 establecieron	 y	 presentaban	 un	 tamaño	 medio	 de	75mm3.	 A	 continuación,	 se	 procedió	 al	 inicio	 del	 tratamiento	 con	 doxiciclina	administrada	en	el	agua	de	 la	bebida.	Desde	ese	momento	se	empezó	a	monitorizar	el	volumen	 del	 tumor	 y	 el	 peso	 de	 los	 animales,	 tomando	 mediciones	 2-3	 veces	 por	semana,	y	el	ensayo	se	prolongó	hasta	alcanzar	los	criterios	de	punto	final.		Utilizamos	 las	 líneas	 celulares	 estables	 con	 el	 vector	 inducible	 por	doxiciclina	 shRNA-
PIK3R2	y	como	control,	o	las	mismas	líneas	sin	tratar	con	doxiciclina	(shRNA	–	Doxi),	o	las	 líneas	 estables	 que	 contenían	 el	 vector	 vacío	 y	 que	 se	 trataron	 con	 doxiciclina	(Control	+	Doxi)	(Figura	17).			
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Figura	17.-	Esquema	de	la	estrategia	de	los	experimentos	con	xenotrasplantes.	En	los	ensayos	realizados	en	las	 líneas	celulares	con	un	ratio	p85β/p85α	menor	que	2	(H2170	y	HCC15),	 se	determinó	que	no	había	diferencias	 significativas	 entre	 el	 grupo	control	 y	 el	 grupo	 tratado	 (aquellos	 que	 tenían	 los	 xenotrasplantes	 con	 el	 shRNA-	
PIK3R2).	Incluso,	en	el	estudio	realizado	con	la	línea	celular	HCC-15,	se	observó	como	los	individuos	 del	 grupo	 tratado	 tuvieron	una	proliferación	 tumoral	 ligeramente	 superior	respecto	al	 grupo	control,	 aunque	 las	diferencias	no	 fueron	significativas	 (Figura	 18).	En	 las	 líneas	 celulares	 SK-MES	 y	 EPLC,	 con	 un	 ratio	 p85β/p85α	 mayor	 de	 2	 y	 5,	respectivamente,	se	obtuvieron	diferencias	significativas,	con	una	tendencia	similar	en	ambos	casos.	La	 línea	celular	SK-MES	está	considerada	con	un	ratio	 intermedio,	por	 lo	que	 los	 resultados	 obtenidos	 se	muestran	 en	 concordancia	 con	 la	 hipótesis,	 que	 hace	referencia	al	ratio	p85β/p85α	como	biomarcador	para	predeterminar	la	sensibilidad	al	tratamiento;	 por	 otra	 parte,	 la	 línea	 EPLC,	 aunque	 tiene	 un	 ratio	 elevado,	 de	aproximadamente	 6,	 tiene	 una	 tasa	 de	 proliferación	 celular	 muy	 baja,	 por	 lo	 que	 las	diferencias	que	hay	entre	el	grupo	control	y	el	tratado	tienen	un	menor	impacto	(Figura	
19).	Es	importante	destacar	que	los	xenotrasplantes	de	SK-MES	y	EPLC	se	realizaron	tanto	en	ratones	 scid/scid	 como	en	 scid/beige.	 La	 cepa	 scid/beige,	 además	de	 tener	 la	mutación	
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	Figura	 18.-	 El	 silenciamiento	 de	 p85β 	 no	 afecta	 al	 crecimiento	 de	 los	 tumores	 con	 un	 ratio	
p85β/p85α 	 menor	 que	 2,	 HCC-15	 y	 H2170.	 Los	modelos	 de	 xenotrasplante	 se	 establecieron	 tras	 la	inyección	 subcutánea	de	 células	HCC-15	o	H2170	en	 ratones	 scid/scid.	 Tras	 finalizar	 el	 experimento,	 se	recogieron	los	tumores,	y	se	analizaron	por	WB.	La	gráfica	muestra	el	volumen	de	los	diferentes	tumores	de	cada	grupo	medidos	a	diferentes	días,	 tras	el	 inicio	del	tratamiento.	La	 línea	de	tendencia	muestra	 la	media	del	volumen	de	los	tumores.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	ANOVA	de	2	factores,	n.s.	=	no	significativo.	
	
scid	 (del	 inglés	Severe	Combined	Immune	Deficiency)	y	presentar	una	deficiencia	de	 las	células	 T	 y	B,	 son	 portadores	 de	 la	mutación	beige,	 que	provoca	 una	 deficiencia	 en	 la	respuesta	citotóxica	de	las	células	NK	[102,103],	reduciendo	las	posibilidades	de	que	los	resultados	obtenidos	sean	consecuencia	de	la	acción	del	sistema	inmunitario	innato	de	los	animales.	De	esta	manera	se	pudo	comprobar	que	 la	 leve	reducción	del	 tamaño	de	los	tumores	fue	debido	de	manera	específica	al	tratamiento	de	interferir	p85β,	y	no	a	la	acción	 de	 las	 células	 NK,	 ya	 que	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 ambos	 casos	 fueron	similares.		Finalmente,	se	realizaron	ensayos	de	xenotrasplantes	con	varias	líneas	celulares	SqCLC	que	 tienen	un	elevado	 ratio	p85β/p85α.	En	este	 caso	 se	utilizaron	 las	 líneas	 celulares	H2882,	H226	y	H520,	y	también	en	la	línea	celular	CaLu-1,	que	a	pesar	de	tener	un	ratio	p85β/p85α	 de	 3,	 tiene	 la	 mutación	 endógena	 KRAS,	 que	 mantiene	 activa	 de	 manera	constitutiva	la	ruta	de	MAPK.			
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Figura	19.-	El	silenciamiento	de	p85β 	reduce	en	parte	el	tamaño	de	los	tumores	de	SK-MES	y	EPLC.	Los	modelos	de	xenotrasplante	se	establecieron	tras	la	inyección	subcutánea	de	células	SK-MES	o	EPLC	en	ratones	scid/beige.	Tras	 finalizar	el	experimento,	 se	 recogieron	 los	 tumores,	y	 se	analizaron	por	WB.	La	gráfica	muestra	 el	 volumen	 de	 los	 diferentes	 tumores	 de	 cada	 grupo	medidos	 a	 diferentes	 días,	 tras	 el	inicio	del	tratamiento.	La	línea	de	tendencia	muestra	la	media	del	volumen	de	los	tumores.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	ANOVA	de	2	factores,	*	p	<	0,05.	
	Para	realizar	estos	ensayos	in	vivo,	se	usaron	diferentes	grupos	control.	En	el	caso	de	las	líneas	celulares	H2882,	H226	y	H520	se	pudieron	obtener	líneas	estables	con	el	vector	vacío	 incorporado,	mientras	 que	 en	 la	 línea	 CaLu-1	 se	 utilizó	 como	 grupo	 control	 los	animales	a	los	que	se	le	inocularon	las	células	shRNA-PIK3R2,	pero	no	se	les	administró	la	doxiciclina	en	el	agua	de	la	bebida.	En	los	cuatro	casos,	se	obtuvo	una	regresión	tumoral	muy	pronunciada	tras	la	reducción	de	p85β	(Figura	20).	En	el	ensayo	con	la	línea	celular	H520	la	mayoría	de	los	tumores	sufrieron	una	reducción	drástica	hasta	su	completa	desaparición,	aunque	hubo	algunos	tumores	cuyo	volumen	se	redujo	sin	llegar	a	desaparecer	por	completo.		En	 los	 otros	 tipos	 tumorales	 (H2882,	 H226	 y	 CaLu-1),	 se	 obtuvo	 una	 regresión	virtualmente	completa	de	los	tumores	tras	silenciar	p85β.	Por	el	contrario,	en	los	grupos	control	de	 los	distintos	ensayos	con	estas	 líneas,	 la	mayoría	de	 los	 tumores	generados	tuvieron	un	crecimiento	descontrolado	 llegando,	 como	mínimo,	a	duplicar	su	volumen	inicial.	 Hubo	 algún	 caso	 aislado	 de	 regresión	 tumoral	 en	 los	 grupos	 control,	 pero	 no	afectó	a	la	estadística	global	de	los	diferentes	ensayos.	
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Figura	 20.-	 El	 silenciamiento	 de	 p85β 	 provoca	 una	 regresión	 de	 tumores	 con	elevado	 ratios	 de	
p85β/p85α :	 CaLu-1,	 H226,	 H2882	 y	 H520.	 Los	 modelos	 de	 xenotrasplante	 se	 establecieron	 tras	 la	inyección	 subcutánea	 de	 células	 CaLu-1,	 H226,	 H2882	 y	 H520	 en	 ratones	 scid/scid.	 Tras	 finalizar	 el	experimento,	se	recogieron	los	tumores,	y	se	analizaron	por	WB.	(A)	La	gráfica	muestra	el	volumen	de	los	diferentes	tumores	de	cada	grupo	medidos	a	diferentes	días.	La	línea	de	tendencia	muestra	la	media	del	volumen	de	los	tumores.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	ANOVA	de	2	factores,	***	p	<	0,001.	(B)	 La	 gráfica	 muestra	 la	 variación	 del	 volumen	 de	 cada	 tumor	 entre	 el	 primer	 y	 el	 último	 día	 del	experimento.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	 test	de	Chi	cuadrado,	n.s.	=	no	significativo;	***	p	<	0,001.	
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Para	confirmar	la	implicación	específica	de	la	isoforma	p85β en	la	progresión	tumoral	in	
vivo,	 se	 repitieron	 los	 experimentos	 de	 xenotrasplantes	 con	 las	 líneas	 celulares	H226,	H520	y	CaLu-1	 reduciendo,	 en	 esta	 ocasión,	 los	niveles	de	p85α y	usando	 los	mismos	controles	de	vector	vacío	que	anteriormente	(Figura	21).		Tras	el	establecimiento	de	 los	 tumores	y	el	 inicio	del	 tratamiento,	se	observó	desde	el	principio	un	aumento	progresivo	del	volumen	de	 los	 tumores	en	 todos	 los	 individuos,	con	una	clara	tendencia	de	crecimiento	y	progresión	tumoral	de	similares	características	tanto	en	el	grupo	control	 como	en	el	grupo	de	 los	 tumores	que	expresaban	el	 shRNA-
PIK3R1.	En	 conjunto,	 estos	 datos	 confirman	 que	 p85β, y	 no	 la	 subunidad	 p85α,	 ejerce	 una	función	esencial	en	la	progresión	tumoral	in	vivo	en	líneas	celulares	de	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón,	y	su	silenciamiento	induce	regresión	tumoral.	
	
Figura	21.-	El	silenciamiento	de	p85α 	no	afecta	a	la	progresión	tumoral	de	los	tumores	de	CaLu-1,	
H226	 y	 H520.	 Los	modelos	de	 xenotrasplante	 se	 establecieron	 tras	 la	 inyección	 subcutánea	de	 células	CaLu-1,	H226	o	H520.	Tras	 finalizar	el	experimento,	se	recogieron	 los	 tumores,	y	se	analizaron	por	WB.	(A)	La	gráfica	muestra	el	volumen	de	los	diferentes	tumores	de	cada	grupo	medidos	a	diferentes	días.	La	línea	de	tendencia	muestra	la	media	del	volumen	de	los	tumores.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	ANOVA	de	2	factores,	n.s.	=	no	significativo	(B)	La	gráfica	muestra	la	variación	del	volumen	de	cada	tumor	entre	el	primer	y	el	último	día	del	experimento.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	Chi	cuadrado,	n.s.	=	no	significativo.	
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5.2.	Análisis	histológico	de	los	tumores	a	tiempo	medio:	marcadores	celulares	de	apoptosis	
y	mitosis.		Tras	 finalizar	 los	ensayos	 in	vivo	y	obtener	muestras	de	 los	tumores	finales,	se	decidió	estudiar,	 por	 medio	 de	 análisis	 histológicos	 y	 en	 colaboración	 con	 la	 unidad	 de	Histología	 y	 Patología	 de	 la	 Universidad	 de	 Navarra,	 los	 diferentes	 marcadores	moleculares	de	apoptosis	y	de	actividad	mitótica	en	cada	grupo	de	muestras,	con	el	fin	de	 obtener	 mayor	 información	 sobre	 la	 acción	 específica	 de	 cada	 isoforma	 de	 p85.	Debido	 a	 que	 la	 mayoría	 de	 los	 tumores	 tratados	 con	 shRNA-PIK3R2	 tuvieron	 una	regresión	total,	se	realizó	un	experimento	de	xenotrasplantes	con	interrupción	a	tiempo	medio	del	tratamiento,	con	objeto	de	disponer	de	volumen	de	muestra	para	el	análisis.	Se	 utilizaron	 las	mismas	 condiciones	 con	 las	 líneas	 celulares	 CaLu-1	 y	H226	 (control,	shRNA-PIK3R1	 y	 shRNA-PIK3R2).	 Tras	 inocular	 las	 células	 y	 que	 los	 tumores	 se	establecieran,	se	comenzó	el	tratamiento	con	doxiciclina	en	todos	los	animales,	y	tras	el	inicio	 de	 la	 regresión	 de	 los	 tumores,	 se	 sacrificó	 a	 los	 animales	 y	 se	 extrajeron	 los	tumores,	finalizando	el	experimento	para	tener	muestras	tumorales	de	todos	los	grupos.		
Figura	22.-	El	silenciamiento	de	p85β 	provoca	una	menor	tasa	de	división	celular	e	induce	muerte	
celular.	Los	animales	 fueron	sacrificados	tras	el	 inicio	de	 la	regresión	de	 los	tumores,	se	obtuvieron	 los	tumores	 y	 se	 analizó	 su	histología.	 (A)	En	 cortes	histológicos	de	 los	 tumores	 se	 realizaron	 tinciones	de	Hematoxilina-Eosina	 (HE)	 o	 Caspasa	 3.	 Flecha	 roja	 (M)	 =	 Célula	 mitótica,	 flecha	 negra	 (A)	 =	 Célula	apoptótica.	(B)	En	los	cortes	histológicos	se	contabilizó	el	número	de	células	apoptóticas,	y	las	células	que	resultaron	positivas	para	los	marcadores	de	Caspasa	3	y	Ki-67.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	t	de	Student,	*	p	<	0,05;	**	p	<	0,01;	***	p	<	0,001.	
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Tanto	 en	 CaLu-1	 como	 en	 H226,	 se	 comprobó	 que	 había	 más	 células	 positivas	 para	marcadores	 de	 apoptosis	 como	 Caspasa	 3	 en	 los	 tumores	 shRNA-PIK3R2,	 cuando	 se	comparaban	con	las	muestras	de	los	grupos	control	y	shRNA-PIK3R1,	que	presentaban	una	pequeña	cantidad	de	células	apoptóticas.	Además,	las	muestras	que	tenían	un	bajo	número	 de	 células	 apoptóticas,	 tenían	 mayor	 número	 de	 células	 positivas	 para	 el	marcador	de	mitosis	Ki-67	[104]	que	las	muestras	tratadas	con	shRNA-PIK3R2	(Figura	
22).	Estos	datos	apoyan	la	importancia	de	p85β	en	la	progresión	del	ciclo	celular	y	la	mitosis,	y	en	su	implicación	en	la	supervivencia	celular.	
5.3.	Estudio	de	xenógrafos	tras	el	silenciamiento	de	p85β  a	tiempo	prolongado 	Para	comprobar	si	la	reducción	del	tamaño	de	los	tumores	en	los	que	se	silenciaba	p85β	requería	 la	 presencia	 continuada	 del	 shRNA	 PIK3R2,	 realizamos	 un	 ensayo	 de	 las	mismas	características	que	los	anteriores,	pero	prolongando	el	tratamiento	durante	más	tiempo.	 Para	 ello,	 generamos	 una	 nueva	 serie	 de	 xenotrasplantes	 con	 la	 línea	 celular	estable	 CaLu-1	 shRNA	 PIK3R2.	 Tras	 el	 tratamiento	 y	 la	 reducción	 del	 tamaño	 de	 los	tumores,	aproximadamente	a	día	35,	se	separaron	los	animales	en	dos	grupos	distintos.	Uno	 de	 ellos	 seguiría	 con	 el	 tratamiento	 de	 doxiciclina	 hasta	 el	 punto	 final	 (un	 mes	adicional),	mientras	que	en	el	segundo	grupo	se	retiraba	el	tratamiento	con	doxiciclina,	con	 el	 fin	 de	 comprobar	 si	 había	 una	 recuperación	 total,	 parcial	 o	 nula	 de	 los	 niveles	basales	 de	 expresión	 de	 p85β,	 y	 además,	 observar	 si	 había	 una	 recuperación	 del	crecimiento	 tumoral.	 Como	 en	 los	 experimentos	 anteriores,	 el	 tamaño	de	 los	 tumores	fue	medido	 dos/tres	 veces	 por	 semana.	 Después	 de	 25	 días	 tras	 la	 separación	 de	 los	animales	en	dos	grupos	nuevos,	se	sacrificaron	los	animales	y	analizaron	los	niveles	de	p85β	en	los	tumores	(Figura	23).	El	análisis	del	volumen	de	los	tumores	mostró	que	durante	la	primera	parte	del	ensayo,	en	 la	 que	 todos	 los	 animales	 estaban	 bajo	 el	 tratamiento	 con	 doxiciclina,	 había	 una	tendencia	de	regresión	en	todos	los	tumores.	Tras	llegar	a	mitad	del	ensayo,	cuando	se	produjo	dicha	regresión,	se	realizó	la	separación	de	los	animales	en	dos	nuevos	grupos.	En	 el	 grupo	de	 individuos	que	 siguió	 con	 la	doxiciclina,	 el	 volumen	de	 los	 tumores	 se	mantuvo	 en	 valores	 bajos,	 aunque	 se	 puede	 apreciar	 un	 ligero	 aumento	progresivo	 al	final	del	experimento	(Figura	 23,	 cuadrados	 blancos),	sugiriendo	que	no	se	produce
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Figura	 23-	 El	 silenciamiento	 de	 p85β 	 provoca	 una	 regresión	 de	 los	 tumores	 de	 CaLu-1,	 y	 tras	
retirar	el	tratamiento,	la	mitad	de	los	tumores	recupera	su	alta	capacidad	de	proliferación	y	la	otra	
mitad	se	mantiene	a	pequeño	tamaño.	Los	modelos	de	xenotrasplante	se	establecieron	tras	la	inyección	subcutánea	de	 células	 CaLu-1.	 Tras	 el	 experimento,	 se	 recogieron	 los	 tumores,	 y	 fueron	 analizados	 por	WB.	(A)	La	gráfica	muestra	el	volumen	de	los	diferentes	tumores	de	cada	grupo	medidos	a	diferentes	días.	(B)	Tras	finalizar	el	experimento,	los	tumores	se	lisaron	con	una	solución	de	lisis	RIPA,	y	se	analizaron	los	niveles	 de	 p85β	 por	WB.	 La	 gráfica	muestra	 la	 variación	 del	 tumor	 entre	 el	 primer	 y	 el	 último	 día	 del	experimento.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	ANOVA	de	2	factores,	**	p	<	0,01;	*	p	<	0,05.	resistencia	 en	 este	 periodo.	 En	 el	 otro	 grupo	 de	 animales,	 a	 los	 que	 se	 les	 retiró	 el	tratamiento,	se	observaron	dos	patrones	distintos	de	comportamiento.	Un	subgrupo	de	tumores	 presentó	 unos	 valores	 de	 crecimiento	muy	 elevados	 (Figura	 23,	 cuadrados	
negro),	 mientras	 que	 el	 otro	 subgrupo	 tuvo	 unos	 niveles	 de	 crecimiento	 basal	 lento,	igual	 al	 de	 los	 ratones	 con	 el	 tratamiento	mantenido	 (Figura	 23,	 cuadrados	 grises).	Tras	analizar	los	niveles	de	p85β	de	los	tumores	por	WB,	encontramos	que,	como	era	de	esperar,	 el	 grupo	 con	 el	 tratamiento	 mantenido	 presentaba	 niveles	 de	 expresión	 de	
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p85β	muy	bajos.	Por	 su	parte,	 en	el	 grupo	en	el	que	 se	 interrumpió	el	 tratamiento,	 el	subgrupo	 formado	 por	 aquellos	 tumores	 que	 tuvieron	 un	 crecimiento	 rápido	presentaban	niveles	altos	de	expresión	de	p85β,	mientras	que	el	subgrupo	con	una	baja	tasa	de	crecimiento,	tenían	niveles	bajos	de	p85β.		Estas	 observaciones	 confirman	 la	 implicación	 de	 p85β en	 la	 progresión	 tumoral,	 y	 la	correlación	 entre	 los	 niveles	 de	 p85β y	 la	 progresión	 tumoral.	 Por	 otra	 parte,	 la	 re-expresión	de	 la	proteína	p85β	 en	 tumores	en	 los	que	previamente	se	había	 silenciado	confirmó	que	el	efecto	de	inhibición	del	crecimiento	tumoral	se	debe	a	la	baja	expresión	de	esta	proteína,	y	que,	en	el	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón,	p85β es	necesaria	para	el	crecimiento	y	la	progresión	tumoral.	




p85β/p85α .	 (A)	 Las	 células	 H226,	 CaLu-1	 y	 HCC-15	 fueron	 marcados	 con	 un	 pulso	 de	 BrdU.	Posteriormente	 se	 analizó,	 a	 diferentes	 tiempos	 (t),	 la	 transición	 de	 las	 células	 en	 el	 ciclo	 celular,	 con	ioduro	de	propidio	y	anti-BrdU-FITC.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	test	de	Chi	cuadrado,	**	p	<	0,01;	*	p	<	0,05;	n.s.	=	no	significativo.	(B)	Las	gráficas	de	la	izquierda	representan	la	cantidad	de	células	en	fase	S	respecto	al	máximo	a	diferentes	tiempos;	las	gráficas	de	la	derecha	representan	el	porcentaje	de	células	en	G0/G1	a	diferentes	tiempos.	Para	el	análisis	estadístico	se	aplicó	el	 test	de	t	de	Student,	*	p	<	0,05;	n.s.	=	no	significativo.	n	=	3.	BrdU,	se	 les	añadió	nuevo	medio	con	doxiciclina	(sin	BrdU),	y	se	 incubaron	 las	células	durante	 diferentes	 tiempos	 para	 poder	 monitorizar	 el	 avance	 del	 ciclo	 celular	 en	ausencia	de	cada	una	de	las	isoformas	de	p85	(Figura	24).	Al	 analizar	 los	 datos	de	 las	 líneas	 celulares	derivadas	de	H226	 se	 observó	que,	 en	 las	líneas	control	y	shRNA-PIK3R1,	el	menor	porcentaje	de	células	en	G0/G1	se	producía	a	5	horas	 tras	 el	 pulso.	 En	 los	 siguientes	 tiempos	 (7	 y	 9	 horas)	 se	 vio	 un	 aumento	 del	porcentaje	de	células	en	G0/G1,	que	se	corresponde	con	 los	descensos	en	 las	 fases	S	y	G2/M.	 Estos	 datos	 muestran	 que	 las	 células	 marcadas	 con	 el	 BrdU	 durante	 el	 pulso,	tardaron	más	de	5	horas	en	completar	el	ciclo	celular,	y	entrar	en	fase	G0/G1.	En	la	línea	celular	shRNA-PIK3R2,	 tras	 las	5	horas	del	pulso,	se	observaron	unos	niveles	similares	de	 células	 en	 G0/G1	 que	 en	 la	 línea	 shRNA-PIK3R1.	 Sin	 embargo,	 en	 los	 siguientes	
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negativa	de	la	ruta	de	PI3K	y	comparación	con	el	uso	de	inhibidores.		La	 estimulación	 de	 receptores	 de	 membrana	 provoca	 la	 activación	 de	 rutas	 de	señalización	 que	 inducen	 respuestas	 celulares.	 Esta	 activación	 es,	 normalmente,	transitoria	 con	 el	 fin	 de	preservar	 el	 estado	de	 reposo	de	 las	 células.	 La	 ruta	 de	PI3K	cuenta	 con	 mecanismos	 de	 regulación	 negativa	 que	 permiten	 reducir	 los	 niveles	 de	activación	tras	la	acción	de	un	estímulo,	evitando	una	respuesta	celular	exacerbada.	Tras	la	 activación	 de	 la	 enzima	 PI3K,	 la	 señal	 avanza	 por	 los	 distintos	 efectores	 de	 la	 ruta	incluyendo	Akt/PKB,	mTORC1	y	p70S6K.	Cuando	la	proteína	p70S6K	se	activa,	es	capaz	de	fosforilar	a	un	grupo	de	proteínas	adaptadoras	llamadas	IRS	[105],	las	cuales	sufren	cambios	 conformacionales	 que	 inhiben	 la	 posterior	 unión	de	 la	 subunidad	 reguladora	p85	y	la	translocación	y	acción	de	los	complejos	p85/p110	en	la	membrana	[106].		Actualmente	se	están	llevando	a	cabo	una	serie	de	ensayos	clínicos	en	los	que	se	utilizan	diferentes	inhibidores	de	la	ruta	de	PI3K	[67,107].	Estos	inhibidores	tienen	como	dianas,	principalmente,	a	la	subunidad	catalítica	p110	(inhibidores	pan-específicos,	o	dirigidos	contra	alguna	isoforma	de	p110)	o	los	complejos	mTOR.	La	eficacia	de	los	mismos	está	siendo	 limitada	 varios	 problemas:	 estos	 inhibidores	 actúan	 no	 solo	 bloqueando	 la	activación	 de	 PI3K,	 sino	 que	 también	 bloquean	 su	 posterior	 atenuación	 a	 través	 de	p70S6K	 y	 el	 bucle	 de	 retroalimentación	 negativa,	 y	 afectan	 a	 la	 regulación	 que	 se	produce	 en	 el	 cross-talk	 entre	 la	 rutas	 de	 PI3K	 y	 MAPK.	 Aunque	 otras	 vías	 de	señalización	también	son	capaces	de	participar	en	la	activación	de	Akt,	la	falta	de	la	ruta	de	atenuación	induce	una	activación	constante	de	la	vía,	provocando	que	no	se	consiga	el	 objetivo	 de	 estos	 inhibidores	 [69].	Hasta	 la	 fecha,	 sólo	 hay	 un	 trabajo	 en	 el	 cual	 se	describe	 el	 uso	 de	 un	 inhibidor	 de	 p85	 como	 un	 posible	 tratamiento	 en	 el	 cáncer	 de	mama.	In	vitro,	el	inhibidor	reduce	los	niveles	de	activación	de	la	ruta	de	PI3K,	mientras	que	 in	 vivo	 los	 resultados	 muestran	 una	 menor	 tasa	 de	 proliferación	 celular,	 que	 se	correlaciona	 con	 un	 menor	 crecimiento	 de	 los	 tumores,	 aunque	 en	 ningún	 caso	 se	observa	una	regresión	tumoral	[108].		
84		
En	 base	 a	 estos	 datos,	 se	 decidió	 comparar	 los	 efectos	 del	 tratamiento	 con	 agentes	interferentes	de	la	subunidad	reguladora	p85α o	p85β con	la	utilización	de	inhibidores	de	 la	 actividad	 enzimática	 de	 PI3K.	 Se	 compararon	 varios	 inhibidores	 de	 p110	(Ly294002:	 inhibidor	 pan-PI3K;	 TGX221:	 inhibidor	 específico	 de	 p110β	 y	 PIK-75:	
	
Figura	25.-	Determinación	de	la	concentración	mínima	inhibitoria	de	cada	inhibidor	en	líneas	de	
SqCLC.	Las	diferentes	 líneas	SqCLC	(H226,	CaLu-1	y	H520)	se	 trataron	durante	una	hora	con	diferentes	inhibidores,	 a	 distintas	 concentraciones	 cada	 uno:	 Ly294002	 (1	µM,	 5	µM,	 10	µM),	 PIK-75	 (0,05	µM,	0,1	µM,	0,2	µM),	TGX221	(15	µM,	30	µM)	y	Rapamicina	(25	µM,	50	µM,	100	µM).	Los	niveles	de	activación	de	Akt	y	p70S6K	se	analizaron	por	WB.	n	=	3.	
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inhibidor	específico	de	p110α)	y	un	inhibidor	de	mTOR	(Rapamicina).	En	primer	lugar	se	realizaron	una	serie	de	experimentos	para	determinar	 las	concentraciones	mínimas	de	 cada	 inhibidor	 (CMI)	 requeridas	 para	 detectar	 la	 inhibición	 producida	 por	 cada	compuesto.		Este	estudio	se	realizó	utilizando	las	líneas	celulares	H226,	CaLu-1	y	H520.	Cada	 una	 de	 ellas	 se	 incubó	 en	 presencia	 de	 los	 distintos	 inhibidores,	 a	 distintas	concentraciones,	 durante	 una	 hora.	 Los	 lisados	 celulares	 se	 analizaron	 por	 WB.	 En	concreto,	se	analizaron	los	efectores	de	PI3K	Akt	y	p70S6K,	cuyos	residuos	fosforilados	(Ser308	y	Ser473	en	Akt,	Thr389	en	p70S6K)	se	correlacionan	con	el	estado	activo	de	cada	una	de	estas	proteínas.		Como	 estaba	 descrito	 previamente,	 los	 distintos	 inhibidores	 de	 PI3K	 provocaron	 una	disminución	en	 los	niveles	de	activación	de	Akt	y	p70S6K,	mientras	que	 la	rapamicina	afectó	exclusivamente	a	p70S6K	(Figura	25).	Las	concentraciones	óptimas	fueron	5µM	de	Ly294002	 (Ly	en	adelante),	0.2µM	de	PIK-75	 (PIK)	y	30µM	de	TGX221	 (TGX).	Una	vez	 conocidas	 las	 CMI	 óptimas	 de	 cada	 inhibidor,	 se	 comparó	 el	 efecto	 de	 estos	compuestos	a	tiempos	cortos	(1h)	y	tras	un	tratamiento	prolongado	(48h),	con	el	fin	de	determinar	 si,	 también	 en	 las	 líneas	 de	 SqCLC,	 el	 tratamiento	 prolongado	 con	inhibidores	bloqueaba	el	feedback	negativo,	promoviendo	la	reactivación	de	la	ruta.		En	las	células	H226,	el	tratamiento	con	Ly	y	TGX	provocó	una	disminución	en	el	grado	de	activación	de	Akt	y	PRAS40	tras	1	hora	de	tratamiento,	y	una	posterior	reactivación	a	48	horas	(Figura	 26).	Por	el	contrario,	en	el	 tratamiento	con	PIK	o	combinado	con	PIK	+	TGX,	 se	 observó	 una	 reducción	 en	 los	 niveles	 de	 p-Akt	 y	 p-PRAS40	 tras	 1	 hora	 de	tratamiento,	que	fue	incluso	mayor	tras	48	horas.	En	el	caso	de	p70S6K,	tanto	PIK	como	TGX	lo	inhibieron	a	1h	pero	no	a	48h;	si	bien	la	combinación	de	PIK	y	TGX	fue	capaz	de	mantenerlo	 inhibido	 a	 48h	 (Figura	 26).	 Este	 último	 dato	 está	 de	 acuerdo	 con	 la	observación	de	que,	en	algunos	tipos	celulares,	existe	una	activación	compensatoria	de	p110β	tras	inhibir	p110α,	por	lo	que	la	inhibición	de	ambas	isoformas	es	más	eficiente	que	cada	una	de	éstas	por	separado	[75].	También	es	destacable	que	Ly	provocó	un	gran	efecto	 inhibidor	 en	 p70S6K,	 que	 por	 la	 dosis	 utilizada	 no	 se	 debe	 a	 su	 capacidad	 de	inhibir	mTOR,	que	se	produce	a	concentraciones	mayores	[109].		Todos	 estos	 datos	 llevaron	 a	 la	 conclusión	 de	 que	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 en	 la	 línea	 celular	H226,	 podría	 ser	 inhibida	 de	 una	 manera	 eficaz	 por	 medio	 de	 la	 combinación	 de	inhibidores	 TGX+PIK.	 Sin	 embargo,	 cabe	 destacar	 que	 el	 uso	 conjunto	 de	 ambos	
86		
inhibidores	también	provocó	un	aumento	de	los	niveles	totales	de	Erk	y	Erk	fosforilado	(Figura	 26).	 El	 aumento	 de	 Erk	 fosforilado	 refleja	 la	 activación	 de	 un	 mecanismo	compensatorio	cruzado	previamente	descrito	[53].	En	los	ensayos	con	las	células	CaLu-1	se	observó	un	claro	efecto	rebrote	en	la	activación	de	la	ruta	de	PI3K	tras	las	48	horas	de	tratamiento	 con	 los	 diferentes	 inhibidores.	 Todas	 las	 combinaciones	 de	 inhibidores
 
Figura	 26.-	 Determinación	 de	 la	 reactivación	 de	 la	 ruta	 PI3K	 tras	 el	 tratamiento	 con	 diferentes	
inhibidores	a	tiempos	largos.	(A)	Análisis	del	estado	de	activación	de	la	ruta	PI3K	a	corto	y	largo	tiempo	con	 inhibidores	 (1h	 y	 48h,	 respectivamente).	 Los	 niveles	 de	 activación	 de	 Akt,	 p70S6K,	 PRAS40	 y	 Erk	fueron	 analizados	 por	 WB.	 (B)	 Estado	 de	 activación	 de	 Akt	 y	 PRAS40	 tras	 el	 uso	 de	 los	 diferentes	inhibidores,	 y	 comparando	 la	 señal	 entre	 1h	 y	 48h	 con	 el	 tratamiento.	 Las	 flechas	 indican	 el	 estado	de	activación	tras	1	hora	de	tratamiento.	n	=	3.	
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Por	último,	en	el	caso	de	las	células	H520,	todos	los	tratamientos	produjeron	una	clara	reactivación	en	ambas	fosforilaciones	de	Akt,	en	p70S6K	y	en	Erk.	En	el	caso	de	PRAS40,	se	 produjo	 un	 leve	 aumento	 de	 la	 fosforilación	 tras	 48	 horas	 de	 tratamiento	 con	 los	inhibidores	PIK	y	TGX	por	separado,	pero	no	tras	el	uso	conjunto	de	ambos.		Los	estudios	 in	vitro	demostraron,	de	manera	global,	que	el	uso	continuado	(48	horas)	de	los	diferentes	inhibidores	relacionados	con	la	ruta	de	PI3K	provocan	una	reactivación	de	la	misma	en	las	líneas	celulares	estudiadas.	Para	trasladar	nuestros	resultados	a	los	modelos	in	vivo,	se	analizaron	los	efectores	de	la	ruta	 de	 PI3K	 Akt	 y	 PRAS40	 en	 las	 muestras	 de	 los	 tumores	 procedentes	 de	 los	experimentos	 de	 xenógrafos.	 Esto	 permitió	 comprobar	 el	 estado	 de	 activación	 de	 las	diferentes	 proteínas	 de	 la	 ruta	 tras	 el	 tratamiento	 con	 los	 agentes	 interferentes	 de	ambas	isoformas	de	p85	en	tiempos	prolongados.	En	los	ensayos	in	vitro	realizados	con	las	tres	líneas	celulares	(H226,	CaLu-1	y	H520)	se	observaron	resultados	similares.	En	el	caso	 de	 los	 tumores	 tratados	 con	 el	 shRNA-PIK3R2,	 las	 proteínas	 Akt	 y	 PRAS40	 se	mantuvieron	 inhibidas	 tras	 el	 tratamiento	 prolongado	 (15	 días	 aproximadamente),	mientras	que	en	los	grupo	de	shRNA	control	y	shRNA-PIK3R1,	la	ruta	no	se	encontraba	afectada	(Figura	27).		En	conjunto,	todos	estos	datos	confirman	que	el	silenciamiento	de	p85β	no	presenta	los	problemas	 de	 los	 inhibidores	 con	 respecto	 a	 la	 reactivación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K.	 Estos	datos	apoyan	la	hipótesis	de	que	el	silenciamiento	de	p85β en	los	tumores	de	cáncer	de	células	 escamosas	 de	 pulmón	 provoca	 la	 inhibición	 mantenida	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K,	mientras	que	el	uso	de	diferentes	 inhibidores	provoca	 la	momentánea	 inhibición	de	 la	ruta,	pero	una	posterior	reactivación	de	la	vía	de	PI3K.		
8.-	Diferencias	en	proteínas	asociadas	a	p85α 	y	p85β 	
8.1.	Diferencias	en	secuencia	entre	p85α 	y	p85β 		Las	subunidades	reguladoras	p85α y	p85β	 se	expresan	en	todas	 las	células.	En	células	no	tumorales,	 la	isoforma	p85α	presenta	unos	niveles	de	expresión	mayores	que	los	de	p85β [29].	En	el	caso	de	algunos	tipos	tumorales,	como	son	el	cáncer	de	mama,	colon	y	carcinoma	 de	 células	 escamosas	 de	 pulmón,	 se	 ha	 demostrado	 que	 se	 produce	 un	cambio	en	los	niveles	de	expresión	de	ambas	isoformas,	aumentando	los	niveles	de	p85β	y	reduciéndose	los	niveles	de	p85α	[77],	lo	que	contribuye	a	la	progresión	tumoral.	En	
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Las	 isoformas	 p85α y	 p85β están	 codificadas	 por	 diferentes	 genes	 (PIK3R1	 y	PIK3R2,	respectivamente).	Ambas	 isoformas	tienen	 los	mismos	dominios,	y	una	alta	homología	de	secuencia	entre	ellas	(58%	del	total).	La	región	C-terminal	de	p85,	que	está	formada	por	los	dominios	nSH2-interSH2-cSH2,	es	la	región	por	la	que	p85	se	une	a	la	subunidad	catalítica	 p110	 [26].	 Estos	 dominios	 se	 encuentran	 muy	 conservados	 entre	 ambas	isoformas,	 presentando	 una	 identidad	 de	 secuencia	 del	 78%.	 De	 hecho,	 si	 se	considerasen	como	homólogos	los	aminoácidos	de	misma	carga	y	estructura	similar,	el	porcentaje	aumentaría	hasta	el	91%.	La	región	N-terminal,	que	comprende	los	dominios	SH3	y	BcR,	tiene	un	porcentaje	de	homología	muy	inferior,	de	apenas	un	37%	(Figura	
28).	 Por	 tanto,	 ésta	 podría	 ser	 la	 región	 en	 la	 que	 se	 produjesen	 las	 diferentes	interacciones,	específicas	de	cada	 isoforma,	que	explicasen	el	distinto	comportamiento	de	p85α	y	p85β.	Sin	embargo,	recientemente	se	ha	descrito	que,	comparando	la	función	específica	de	los	dominios	de	p85α	y	p85β	en	la	activación	de	PI3K,	son	los	dominios	del	extremo	C-terminal,	y	más	en	concreto	el	dominio	cSH2,	el	que	tiene	una	distinta	función	[79].	En	el	caso	de	p85β,	la	eliminación	del	dominio	cSH2	provocaba	una	inhibición	de	la	actividad	de	PI3K,	mientras	que	el	mismo	procedimiento	en	p85α	favorecía	una	mayor	activación	de	PI3K.	
8.2.	Ensayo	de	Pull	Down		Para	estudiar	las	posibles	interacciones	específicas	de	cada	isoforma	de	p85,	se	realizó	ensayos	de	Pull	Down.	Para	ello,	se	usaron	células	COS-7	transfectadas	con	los	diferentes	plásmidos	 para	 sobreexpresar	 las	 isoformas	 de	 p85	 y	 de	 p110	 (alfa	 o	 beta).	 La	naturaleza	de	las	proteínas	asociadas	a	cada	complejo	se	evaluó	en	colaboración	con	el	Servicio	 de	 Proteómica	 del	 CNB,	 realizando	 un	 estudio	 combinado	 de	 cromatografía	líquida	 y	 de	 espectrometría	 de	masas	 (LC-MS/MS)	 [110]	 (Figura	 29).	 Los	 resultados	obtenidos	 fueron	 comparados	 entre	 los	 4	 complejos	 formados,	 con	 el	 fin	 de	 obtener	resultados	comunes	de	complejos	formados	por	una	misma	subunidad	[84].		Ante	 la	 gran	 cantidad	 de	 identificaciones	 obtenidas,	 y	 para	 dar	 una	 mayor	 solidez	estadística	a	los	resultados	obtenidos,	se	calculó	una	tasa	de	falsos	positivos	(FDR),	y	se	seleccionaron	aquellos	resultados	cuyo	FDR	era	menor	del	1%	para	hacer	una	primera	selección.	A	continuación,	se	realizó	un	segundo	cribado	del	total	de	datos	en	base	a	un	criterio	llamado	Protein	score.	El	Protein	score	se	obtuvo	de	la	relación	entre	el	número	de	péptidos	 identificados	y	el	porcentaje	de	 la	secuencia	 total	de	 la	proteína	en	 la	que
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Figura	 29.-	Esquema	 de	 la	 estrategia	 de	 trabajo	 para	 la	 realización	 de	 los	 experimentos	 de	Pull	
Down.	
	coinciden	dichos	péptidos.	Se	seleccionaron	los	datos	que	tenían	un	Protein	score	mayor	o	igual	a	40.	Una	vez	aplicados	estos	primeros	criterios	de	selección,	se	obtuvieron	más	de	5.000	identificaciones	positivas	en	total	(Figura	30A).		
8.3.	Validación	de	dianas	del	Pull	Down		En	vista	del	alto	número	de	identificaciones	obtenidas	tras	el	primer	cribado,	se	decidió	acotar	la	búsqueda	de	posibles	dianas	en	base	al	número	de	péptidos	identificados	en	las	diferentes	condiciones.	Para	ello,	se	restó	el	número	de	identificaciones	de	la	condición	de	 análisis	 y	 las	 obtenidas	 en	 el	 control	 negativo	 -el	 vector	 vacío	 sólo	 con	 GST-,	descartando	 las	 dianas	 cuyo	 resultado	 fuera	 menor	 o	 igual	 a	 1.	 Posteriormente,	 se	determinó	 qué	 porcentaje	 de	 péptidos	 identificados	 son	 específicos	 de	 PI3K	 frente	 al	control	negativo.	Sólo	se	consideraron	aquellas	dianas	en	las	que	la	fracción	de	péptidos	específicos	de	PI3K,	respecto	al	control,	fuera	mayor	del	50%.	Tras	este	segundo	cribado	de	los	datos,	sorprendentemente,	los	resultados	obtenidos	en	cada	uno	de	los	complejos	era	 de	 entre	 150	 y	 180	 proteínas,	 excepto	 en	 el	 complejo	 p85β/p110β,	 donde	 se	identificaron	 485	 proteínas	 distintas	 (Figura	 30B)	 [84].	 En	 vista	 de	 los	 resultados	obtenidos	previamente,	se	trató	de	corroborar	posibles	candidatos	de	interés	de	entre		
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Figura	30.-	Diagrama	Venny	de	los	resultados	obtenidos	en	cada	uno	de	los	complejos.	(A)	Número	total	de	 identificaciones	obtenidas	en	cada	condición.	(B)	Número	total	de	 identificaciones	obtenidas	en	cada	 condición,	 tras	 aplicar	 los	 diferentes	 filtros.	 R1CA	 =	 p85α/p110α;	 R2CA	 =	 p85β/p110α;	 R1CB	 =	p85α/p110β;	R2CB	=	p85β/p110β.	
	los	 resultados	obtenidos	de	manera	específica	en	 los	complejos	que	estaban	 formados	por	la	subunidad	p85β.	En	este	caso,	se	analizaron	las	identificaciones	detectadas	en	los	complejos	 p85β/p110α	 y	 p85β/p110β (R2CA	 y	 R2CB,	 respectivamente),	 tanto	 de	manera	 específica	 en	 cada	 uno	 de	 ellos	 como	 en	 ambos	 complejos.	 En	 total,	 se	detectaron	un	total	de	429	proteínas	de	manera	específica	en	alguno	de	 los	complejos	formados	 por	 p85β.	 Estas	 proteínas	 resultantes	 se	 encuentran	 implicadas	 en
	




funciones	muy	diversas	y	distintas	localizaciones	celulares,	por	lo	que	se	decidió	utilizar	un	software	para	clasificarlas	en	base	a	los	procesos	biológicos	en	los	que	participa	cada	una,	y	así	poder	dividir	las	429	proteínas	detectadas	en	subconjuntos	de	proteínas	que	participen	 en	 los	 mismos	 procesos	 biológicos.	 Esta	 nueva	 clasificación	 permitió	determinar	en	qué	procesos	celulares	participan,	de	manera	más	concreta,	las	proteínas	que	 se	 unen,	 o	 forman	 complejos,	 con	 los	 heterodímeros	 de	 PI3K	 que	 tienen	 como	subunidad	reguladora	la	proteína	p85β (Figura	31).Como	era	de	esperar,	los	resultados	apuntaban	en	muchos	casos	a	una	serie	de	procesos	biológicos	que	se	producen	en	el	núcleo,	 donde	 se	 encuentra	 en	 mayor	 proporción	 la	 isoforma	 p110β	 [111].	 De	 entre	todos	ellos,	se	eligieron	una	serie	de	dianas	candidatas	para	su	validación	(Tabla	1).	
Nombre	 Descripción	 GST R1CA R1CB R2CA	 R2CB	
PIK3CB	 Phosphatidylinositol	4,5-bisphosphate	3-kinase	catalytic	subunit	beta	isoform		 2 2 16 -	 27	
PIK3R2	 Phosphatidylinositol	3-kinase	regulatory	subunit	beta		 4 7 3 24	 26	
COPA	 Coatomer	subunit	alpha		 10 16 14 16	 20	
EEA1	 Early	endosome	antigen	1		 3 2 7 3	 11	
CALR	 Calreticulin		 6 10 7 7	 14	
GMP5	 GMP	synthase	[glutamine-hydrolyzing]		 6 10 11 10	 14	
POTEE	 POTE	ankyrin	domain	family	member	E		 - 9 5 5	 7	
TLN2	 Talin-2		 2 5 2 5	 9	
TPR	 Nucleoprotein	TPR		 4 4 6 16	 11	
GLG1	 Golgi	apparatus	protein	1		 4 7 6 8	 10	
TCEA1	 Transcription	elongation	factor	A	protein	1		 5 7 5 5	 11	
MCM5	 DNA	replication	licensing	factor	MCM5		 5 7 6 8	 11	
DPP3	 Dipeptidyl	peptidase	3		 6 9 8 7	 12	
UBE2NL	 Putative	ubiquitin-conjugating	enzyme	E2	N-like		 - 3 - 2	 5	
KRT80	 Keratin,	type	II	cytoskeletal	80		 - 1 - 1	 5	
RPS4Y2	 40S	ribosomal	protein	S4,	Y	isoform	2		 - - - -	 5	
PSME1	 Proteasome	activator	complex	subunit	1		 2 5 4 4	 7	
HNRNPA1	 Heterogeneous	nuclear	ribonucleoprotein	A1		 4 6 8 6	 9	
RBBP7	 Histone-binding	protein	RBBP7		 4 4 4 2	 9	
DDX39A	 ATP-dependent	RNA	helicase	DDX39A		 - 4 4 4	 4	
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Nombre	 Descripción	 GST R1CA R1CB R2CA	 R2CB	
HLA-A	 HLA	class	I	histocompatibility	antigen,	A-30	alpha	chain		 - 2 2 -	 4	
PPP2CB	 Serine/threonine-protein	phosphatase	2A	catalytic	subunit	beta	isoform		 - 3 2 1	 4	
EIF5AL1	 Eukaryotic	translation	initiation	factor	5A-1-like		 - 3 - 2	 4	
RAB11FIP
1	 Rab11	family-interacting	protein	1		 - 1 3 2	 4	
CNPY3	 Protein	canopy	homolog	3		 - 1 2 -	 4	
TNPO2	 Transportin-2	OS=Homo	sapiens		 1 2 1 2	 5	
HP1BP3	 Heterochromatin	protein	1-binding	protein	3		 2	 2	 5	 3	 6	
TBC1D5	 TBC1	domain	family	member	5		 2	 1	 2	 2	 6	
DNAJB1	 DnaJ	homolog	subfamily	B	member	1		 2	 2	 3	 2	 6	
MYO9B	 Unconventional	myosin-IXb		 2	 5	 2	 5	 6	
POLA1	 DNA	polymerase	alpha	catalytic	subunit		 3	 5	 2	 3	 7	
DSG1	 Desmoglein-1		 3	 1	 2	 4	 7	
CNOT1	 CCR4-NOT	transcription	complex	subunit.	1		 3	 2	 3	 4	 7	
PSMC6	 26S	protease	regulatory	subunit	10B		 4	 5	 5	 6	 8	
FAM129B	 Niban-like	protein	1		 4	 6	 5	 7	 8	
Tabla	 1.-	 Listado	 de	 proteínas,	 tras	 el	 filtrado	 de	 los	 datos,	 con	 mayor	 número	 de	 péptidos	
identificados	en	el	complejo	R2CB.	Lista	de	proteínas	con	una	diferencia	de	péptidos	entre	el	complejo	R2CB	y	el	control	GST	de	mayor	o	igual	a	4.	GST	=	GST	vacío;	R1CA	=	p85α/p110α;	R2CA	=	p85β/p110α;	R1CB	=	p85α/p110β;	R2CB	=	p85β/p110β.	
	Los	 dos	 primeros	 candidatos	 que	 aparecieron	 en	 la	 lista	 de	 proteínas	 fueron	 p85β	 y	p110β,	que	forman	el	heterodímero	por	el	que	se	ha	realizado	la	clasificación.	De	entre	todos	los	posibles	candidatos	detectados,	se	eligieron	varios	candidatos	de	interés,	y	se	validaron	mediante	ensayos	de	inmunoprecipitación	(IP).	Una	 de	 las	 proteínas	 que	 aparecieron	 en	 los	 resultados,	 con	 un	 mayor	 número	 de	péptidos	 identificados,	 fue	 la	 proteína	 Tpr,	 con	 16	 y	 11	 péptidos	 identificados	 en	 los	complejos	p85β/p110α	y	p85β/p110β,	 respectivamente.	La	proteína	Tpr	se	encuentra	formando	parte	 del	 complejo	 del	 poro	 nuclear,	 en	 concreto	 se	 encuentra	 en	 la	 región	distal	de	la	cesta	que	se	forma	en	la	región	nuclear,	y	participa	en	diversas	funciones	en	el	núcleo,	como	son	el	 transporte	de	proteínas	y	ARNm	entre	el	núcleo	y	el	citosol,	así	como	en	el	procesamiento	de	ARN	o	en	la	mitosis	[112–115].	
95		
	
Figura	 32.-	 Confirmación	 de	 la	 interacción	 entre	 Tpr	 y	 p110β .	 Inmunoprecipitación	 de	 lisados	nucleares	 de	 U2Os	 (1	mg)	 con	 anticuerpos	 anti-Tpr	 y	 anti-p110β,	 y	 posterior	 análisis	 de	 las	 proteínas	asociadas	mediante	WB	con	anticuerpos	anti-Tpr	y	anti-p110β.	LT	=	Lisado	Total.	La	estrella	roja	indica	la	banda	correspondiente	a	una	señal	inespecífica	del	anticuerpo.	
	Para	 determinar	 si	 la	 interacción	 con	 p85β	 o	 p110β	 es	 real,	 se	 realizaron	 ensayos	 de	inmunoprecipitación	en	células	U2Os.	Para	ello,	se	aislaron	los	núcleos	de	las	células,	se	lisaron	y	se	realizaron	las	IPs	(Figura	32).	La	interacción	entre	Tpr	con	la	enzima	PI3K	se	 pudo	 validar	 por	 medio	 de	 la	 proteína	 p110β.	 La	 confirmación	 de	 esta	 nueva	interacción	permitió,	en	primer	lugar,	validar	nuestro	experimento	de	Pull	Down.		Además,	 abre	 nuevas	 vías	 de	 estudio	 sobre	 los	 mecanismos	 de	 control	 durante	 la	mitosis,	 por	medio	 de	 la	 proteína	 Tpr	 y	 la	 PI3K,	 o	 sobre	 el	mecanismo	 de	 acción	 del	procesamiento	del	ARN	donde	también	participa	la	enzima	PI3K	[116].	Para	darle	mayor	consistencia	 a	 los	 resultados	 de	 proteómica,	 se	 decidió	 validar	 la	 diana	 WRNIP1	(delinglés	Werner	 interacting	 protein	 1),	 también	 llamado	WHIP,	 que	 fue	 identificada	con	 únicamente	 2	 péptidos	 en	 el	 complejo	 de	 p85β/p110β.	 La	 proteína	 WHIP	 está	implicada	en	procesos	de	reparación	del	ADN,	en	los	que	también	se	ha	descrito	que	la	participación	 de	 PI3K	 es	 importante	 [117],	 siendo	 posible	 que	 la	 interacción,	 en	 este	caso	 entre	 p110β	 y	WHIP,	 pudiese	 ser	 real.	 Al	 igual	 que	 con	 la	 proteína	 anterior,	 se	realizaron	IPs,	con	anticuerpos	que	reconocen	p85	total	o	p110β	con	lisados	nucleares	de	células	U2Os.	En	el	caso	de	p110β	no	se	determinó	la	interacción,	mientras	que	en	el	caso	de	p85	sí	se	observó	una	clara	identificación	de	la	proteína	WHIP	(Figura	33).	Se	hicieron	 los	 experimentos	 complementarios,	 inmunoprecipitando	 la	 proteína	 WHIP,	para	 determinar	 si	 había	 co-inmunoprecipitado	 con	 p110β	 y	 p85.	 En	 efecto,	 se	comprobó	 que	 el	 p85	 nuclear	 interacciona	 con	 WHIP,	 y	 además,	 que	 ésta	 proteína	también	interaccionaba	con	p110β.	En	el	caso	de	p110β,	esta	interacción	fue	analizada	con	 3	 anticuerpos	 anti-WHIP,	 que	 reconocen	 diferentes	 regiones	 de	 la	 proteína:	 la	
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dependiente	 o	 independiente	 de	 su	 actividad	 catalítica.	 Se	 realizaron	 las	 mismas	aproximaciones	que	en	los	casos	anteriores	con	Tpr	y	WHIP.	Tras	los	primeros	ensayos	de	lisis	celular,	se	comprobó	que	no	era	posible	la	extracción	de	la	lamina	A/C,	ya	que	es	uno	de	los	componentes	principales	de	la	lámina	nuclear,	que	forma	parte	de	la	envoltura	nuclear,	y	se	encuentra	inmediatamente	a	continuación	de	la	membrana	 nuclear,	 en	 contacto	 con	 ella.	 Por	 tanto,	 hizo	 falta	 realizar	 unas	modificaciones	 en	 los	 tampones	 de	 lisis	 para	 extraer	 la	 lamina	 A/C	 de	 la	 envoltura	nuclear	y	realizar	los	diferentes	experimentos	de	IP	(Figura	34).		En	este	caso,	tras	las	diferentes	aproximaciones,	se	pudo	demostrar	la	interacción	entre	la	lamina	A/C	y	p110β,	únicamente	cuando	se	inmunoprecipitaba	con	el	anticuerpo	que	reconoce	la	lamina	A/C,	confirmando	in	vitro	la	interacción	entre	ambas	proteínas.	Estos	 resultados	 han	 permitido,	 en	 primer	 lugar,	 demostrar	 la	 fiabilidad	 de	 los	resultados	obtenidos	en	el	Pull	Down.	La	validación	de	un	candidato	con	un	alto	número	de	identificaciones	positivas	(Tpr),	y	otro	con	un	bajo	número	de	identificaciones	pero	que	 igualmente	 ha	 pasado	 los	 cribados	 de	 los	 datos	 (WRNIP1),	 dan	 consistencia	 al	análisis	 de	 los	 datos,	 haciendo	 de	 todas	 las	 proteínas	 obtenidas,	 factibles	 dianas	 de	interacción	con	los	diferentes	heterodímeros,	para	estudiar	las	funciones	de	la	PI3K.	La	validación	de	la	proteína	lamina	A/C,	que	también	fue	identificada	en	el	Pull	Down	pero	no	pasó	todos	los	filtros,	demuestra	que	existen	otras	posibles	dianas	identificadas,	con	menor	valor	estadístico,	pero	igualmente	reales.	
	




El	cáncer	de	pulmón	es	el	tipo	de	cáncer	que	tiene	una	mayor	tasa	de	mortalidad	en	todo	el	mundo	 y,	 entre	 sus	 diferentes	 subtipos,	 el	 cáncer	 de	 células	 escamosas	 de	 pulmón	(SqCLC)	 comprende	 aproximadamente	 la	 cuarta	 parte	 de	 todos	 los	 casos	 [5].	Actualmente	no	hay	un	 tratamiento	específico	para	este	 tipo	de	cáncer,	por	 lo	que,	en	estos	 pacientes,	 se	 sigue	 el	 tratamiento	 inespecífico	 de	 cirugía,	 quimioterapia	 y	radioterapia.	 Por	 ello,	 existe	 una	 necesidad	 de	 buscar	 posibles	 biomarcadores	moleculares	 específicos	 para	 estos	 casos,	 así	 como	 de	 nuevos	 tratamientos	 más	específicos.		Con	el	desarrollo	de	las	nuevas	tecnologías	de	secuenciación	masiva,	y	el	abaratamiento	en	 los	 costes	de	 éstas,	 se	ha	 fomentado	el	 análisis	 genómico	de	un	amplio	número	de	muestras	 oncológicas	 en	 los	 diferentes	 tipos	 de	 cáncer	 diagnosticados.	 Estas	 nuevas	herramientas	han	permitido	definir	patrones	de	mutaciones	presentes	en	cada	conjunto	de	muestras	de	un	mismo	tipo	tumoral.	El	cáncer	de	pulmón	está	caracterizado	por	ser	el	 que	 tiene	 el	 mayor	 número	 de	 mutaciones	 por	 megabase	 de	 entre	 todos	 los	 tipos	estudiados.	En	concreto,	el	cáncer	de	pulmón	tiene	un	ratio	de	más	de	8	mutaciones	por	cada	megabase,	 en	 comparación	 con	otros	 tipos	de	 cáncer	 con	 ratios	 inferiores	 (entre	0,5	y	3	mutaciones	por	megabase),	lo	que	implica	una	mayor	alteración	genética	en	los	pacientes	de	cáncer	de	pulmón	[8].	Además,	se	ha	descrito	que,	en	más	de	las	mitad	de	cáncer	 de	 pulmón	 analizadas,	 había	 mutaciones	 de	 alguno	 de	 los	 biomarcadores	relacionados	con	 la	enfermedad,	como	por	ejemplo	p53.	En	 los	casos	de	SqCLC	se	han	detectado	 mutaciones	 en	 diferentes	 biomarcadores	 que	 pertenecen	 a	 la	 ruta	 de	PI3K/Akt/mTOR,	incluyendo	mutaciones	en	los	genes	PIK3CA	o	PTEN	[6].	Sin	embargo,	hay	un	gran	número	de	pacientes	que	no	tienen	ninguna	mutación	conductora	descrita	en	alguna	de	las	vías	abordables	para	un	tratamiento,	 lo	que	impide	el	uso	de	terapias	dirigidas.	En	muchos	casos,	no	solo	las	mutaciones	puntuales	son	las	responsables	del	desarrollo	tumoral,	 sino	 que	 también	 se	 puede	 deber	 a	 modificaciones	 post-transcripcionales	[119],	 post-traduccionales	 [120]	 o	 como	 producto	 de	 una	 alteración	 en	 el	 número	 de	copias	[121]	o	en	la	expresión	de	un	gen.	En	el	caso	de	las	isoformas	p85α	y	p85β,	se	ha	demostrado	que	se	produce	un	aumento	de	expresión	de	p85β,	al	mismo	tiempo	que	se	reducen	 los	niveles	de	p85α	 (p85β-p85α	 “isoform	switch”)	en	 las	células	 tumorales	de	
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SqCLC	 (Figura	 10	 y	 11),	 en	 comparación	 con	 las	 células	 no	 tumorales,	 las	 cuales	presentan	mayores	niveles	de	p85α	que	de	p85β.	En	este	trabajo,	se	propone	el	uso	de	agentes	interferentes	dirigidos	contra	la	subunidad	reguladora	 p85β	 de	 la	 enzima	 PI3K	 como	 tratamiento	 para	 el	 cáncer	 de	 células	escamosas	 de	 pulmón.	 Los	 resultados	 obtenidos	 demuestran	 que	 la	 interferencia	 de	p85β	 es	 un	 procedimiento	 que	 reduce	 los	 niveles	 de	 proliferación	 celular	 in	 vitro	(Figura	 24),	 además	 de	 ser	 capaz	 de	 revertir	 los	 tumores	 humanos	 generados	 en	diferentes	modelos	 in	vivo	 (Figura	 18,	 19	 y	 20).	 En	 concreto,	 se	 ha	 demostrado	 que	p85β	se	podría	utilizar	como	biomarcador	para	los	casos	de	SqCLC,	y	que	la	eficacia	del	tratamiento	de	interferir	p85β	puede	ser	dependiente	del	ratio	entre	los	niveles	de	p85β	y	p85α	en	el	tumor.		El	mecanismo	de	activación	de	la	ruta	de	PI3K	involucra	varios	efectores	bien	descritos,	que	requieren	de	una	activación	secuencial	para	que,	tras	la	correcta	interacción	de	una	señal	extracelular	con	su	receptor,	se	transmita	la	información	al	interior	de	la	célula,	y	sea	 posible	 una	 respuesta	 celular.	 Uno	 de	 los	 efectores	 clave	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 es	 la	proteína	Akt,	 la	 cual	 requiere	 la	 presencia	 de	 PI(3,4,5)P3	 en	 la	membrana	 para	 poder	unirse	 a	 este	 lípido,	 y	 ser	 fosforilada	 y	 activada	 localmente	 por	 la	 proteína	 PDK1	 y,	 a	continuación,	 por	 el	 complejo	 mTORC2.	 Los	 experimentos	 realizados	 en	 esta	 tesis	confirman	que	tras	la	reducción	de	los	niveles	de	p85β, se	produce	un	descenso	de	los	niveles	de	activación	de	Akt	y	p70S6K,	mientras	que	no	hay	cambios	significativos	tras	reducir	 los	niveles	de	expresión	de	p85α (Figura	12,	13	y	14).	Estas	diferencias	en	el	estado	 de	 activación	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 dependiendo	de	 la	 isoforma	de	 p85	 que	 esté	afectada,	demuestran	que	la	subunidad	p85β	tiene	una	función	específica	en	alguno	de	los	 procesos	 celulares	 en	 los	 que	 participa	 la	 enzima	 PI3K,	 en	 las	 líneas	 celulares	 de	cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón.	Ambas	 isoformas	 tienen	 una	 parte	 de	 sus	 funciones	 solapantes,	 principalmente	 las	relacionadas	con	los	dominios	nSH2-interSH2-cSH2,	por	lo	que	la	ausencia	de	una	de	las	dos	 isoformas	es	parcialmente	compensada	por	 la	otra.	Sin	embargo,	hay	una	serie	de	funciones	 propias	 de	 cada	 isoforma,	 sin	 la	 cual	 las	 respuestas	 celulares	 específicas	 se	verían	afectadas.	De	hecho,	mientras	que	la	subunidad	p85α	funciona	como	un	supresor	tumoral,	p85β	tiene	una	función	promotora	de	progresión	tumoral	[77,122–124].	
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Al	igual	que	la	subunidad	p85α está	implicada	en	la	citocinesis	[34],	p85β	tiene	una	serie	de	funciones	específicas	descritas.	De	entre	los	diferentes	procesos	celulares	en	los	que	participa	p85β,	 se	 conoce	 su	 implicación	en	 la	 formación	de	 invadopodios	y	placas	de	adhesión	en	fibroblastos,	favoreciendo	la	migración	de	células	tumorales	en	melanoma	[36],	 apoyando	 los	 datos	 que	 sugieren	 que	 p85β	 también	 favorece	 la	 progresión	tumoral.	 Sin	 embargo,	 la	 reducción	 de	 los	 niveles	 de	 p85β	 en	 el	 SqCLC	 no	 afecta	 al	estado	 de	 activación	 de	 la	 proteína	 FAK	 (Figura	 15).	 En	 el	 caso	 contrario,	 tras	 la	sobreexpresión	de	p85β	en	fibroblastos,	tampoco	se	ha	observado	una	mayor	actividad	de	FAK	(Figura	16),	lo	que	sugiere	que	la	actividad	de	la	proteína	FAK,	al	menos	en	las	células	de	SqCLC,	no	está	afectada	por	el	aumento	de	actividad	de	la	enzima	PI3K.	Muchos	 de	 los	 estudios	 realizados	 sobre	 la	 vía	 de	 PI3K	 están	 basados	 en	 el	 uso	 de	inhibidores	 contra	 alguno	 de	 los	 componentes	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 (p110,	 p85,	 Akt	 o	mTOR)	[74,76,108,109].	Uno	de	 los	principales	problemas	que	está	 teniendo	el	uso	de	éstos	inhibidores,	que	actualmente	están	en	diferentes	fases	en	los	ensayos	clínicos,	es	la	reactivación	de	 la	 ruta	de	PI3K	 tras	un	corto	periodo	de	 tiempo	de	 tratamiento	con	el	inhibidor,	lo	que	finalmente	provoca	la	suspensión	del	tratamiento	al	no	observarse	un	efecto	 terapéutico.	 La	 reactivación	 de	 la	 ruta,	 tras	 el	 uso	 de	 los	 inhibidores,	 es	 una	consecuencia	 de	 la	 alteración	 de	 alguno	 de	 sus	 mecanismos	 de	 regulación,	 ya	 sea	 el	
feedback	negativo	o	mediante	el	aumento	de	los	niveles	de	expresión	de	los	receptores	de	membrana,	debido	al	aumento	de	los	factores	de	transcripción	FOXO	[50,106].	Otro	problema	de	los	inhibidores	es	que	afectan	a	su	diana	en	todas	las	células,	por	lo	que	el	efecto	 deseado	 de	 reducir	 la	 actividad	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K	 en	 las	 células	 tumorales	también	sucede	en	el	resto	de	las	células	sanas	del	paciente,	lo	que	provoca	una	serie	de	efectos	secundarios.	En	el	caso	del	SqCLC,	el	uso	de	diferentes	inhibidores	de	la	ruta	de	PI3K,	a	tiempos	cortos	(1	hora),	provoca	una	disminución	de	la	actividad	de	la	ruta.	Al	igual	 que	 en	 otros	 tipos	 tumorales	 como	 el	 cáncer	 de	mama	 [50],	 en	 el	 SqCLC	 se	 ha	demostrado	 que	 los	 niveles	 de	 activación	 de	 Akt	 vuelven	 a	 su	 estado	 basal	 o	 incluso	aumentan	 tras	 48	 horas	 de	 tratamiento	 de	 los	 inhibidores	 (Figura	 26).	 De	 cualquier	forma,	 los	 inhibidores	no	han	demostrado	ser	capaces	de	regular	 la	ruta	a	 largo	plazo.	Por	 tanto,	 en	 la	 actualidad	 se	 están	 realizando	 nuevos	 ensayos	 clínicos	 con	 el	 uso	combinado	 de	 dos	 inhibidores	 distintos	 [67],	 o	 con	 inhibidores	 duales	 de	 segunda	generación	[125,126].	
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En	 vista	 de	 los	 problemas	 que	 han	 demostrado	 tener	 estos	 inhibidores,	 se	 decidió	investigar	 la	utilización	de	agentes	 interferentes	contra	p85β.	Estos	 tienen	 la	principal	ventaja	de	que,	al	estar	dirigidos	específicamente	contra	p85β,	afectarán	principalmente	a	las	células	tumorales,	que	tienen	mayores	niveles	de	esta	isoforma,	mientras	que	en	las	células	 no	 tumorales,	 que	 expresan	mayores	 niveles	 de	 p85α	 que	 de	 p85β,	 no	 tendrá	graves	 consecuencias,	 ya	 que	 la	 mayoría	 de	 las	 funciones	 serán	 realizadas	 por	p85α (Figura	18	y	21).		Los	resultados	obtenidos	en	los	que	se	observaba	que	la	reducción	de	la	actividad	de	la	ruta	de	PI3K	tras	el	silenciamiento	del	gen	PIK3R2	se	mantenía	en	el	tiempo,	junto	con	los	 datos	 de	 reactivación	 de	 la	 ruta	 con	 el	 uso	 de	 los	 inhibidores,	 han	 dado	 paso	 a	realizar	 los	experimentos	para	determinar	 la	 importancia	de	p85β	 en	modelos	 in	vivo.	En	 los	 ensayos	 de	 xenotrasplantes,	 se	 demuestra	 que	 el	 tratamiento	 con	 los	 agentes	interferentes	 de	 p85β	 es	 capaz	 de	 reducir	 el	 nivel	 de	 actividad	 de	 la	 ruta	 de	 PI3K,	 y	mantener	 dicho	 estado	 de	 manera	 constante	 durante	 tratamientos	 de	 larga	 duración	(Figura	 19).	 Esta	 inhibición	 de	 la	 ruta,	 provoca	 una	 regresión	 tumoral	 que	 no	 se	produce	 en	 el	 caso	 de	 los	 xenotrasplantes	 en	 los	 que	 se	 silenció	 la	 isoforma	 p85α.	 El	mantenimiento	del	estado	inactivo	de	la	ruta	de	PI3K	de	manera	prolongada	supone	un	importante	avance	en	el	campo,	ya	que	consigue	evitar	los	efectos	de	reactivación	de	la	ruta,	 y	 provoca	 una	 reducción	 de	 los	 tumores	 de	 SqCLC	 (Figura	 18,	 19	 y	 20).	 Para	confirmar	la	eficacia	del	silenciamiento	de	la	subunidad	p85β	a	tiempos	prolongados,	se	realizó	un	nuevo	procedimiento	en	el	que	se	silenció	la	proteína	p85β,	y	tras	la	remisión	de	 los	 tumores,	 se	 retiró	 el	 tratamiento.	 Los	 resultados	 obtenidos	 confirman	 que,	 en	aquellos	tumores	en	los	que	la	reducción	de	los	niveles	de	p85β	se	mantuvo	disminuida,	el	tumor	mantenía	su	regresión,	mientras	que	los	tumores	que	recuperaban	los	niveles	de	expresión	originales	de	p85β,	se	producía	un	aumento	de	la	proliferación	tumoral	a	niveles	similares	a	los	que	presentaba	al	inicio	del	tratamiento	(Figura	23).		Una	posible	explicación	sobre	el	distinto	comportamiento	en	el	grupo	de	tumores	a	los	que	 se	 le	 retiró	 el	 tratamiento	 y	 tuvo	 un	 crecimiento	 lento	 de	 los	 tumores,	 es	 que	 se	hubiera	producido	una	 regresión	 total	de	 los	 tumores	durante	el	 tratamiento.	Dado	el	alto	número	de	tipos	celulares	que	se	encuentran	en	todos	los	tumores,	una	vez	retirado	el	 tratamiento,	el	 leve	desarrollo	de	 la	masa	 tumoral	podría	 ser	debido,	no	 tanto	a	 las	células	tumorales,	sino	a	otros	tipos	celulares	encontrados	en	los	tumores,	como	pueden	
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ser	los	adipocitos	que	se	sitúan	alrededor	de	ellos,	o	las	células	endoteliales	encargadas	de	 la	 angiogénesis	 tumoral.	 Otra	 posible	 explicación	 sería	 que,	 en	 algún	 momento	durante	el	proceso	de	formación	del	tumor,	o	el	periodo	con	el	tratamiento,	alguna	de	las	células	sufriera	una	mutación	que	le	permitiese	adaptarse	al	silenciamiento	de	p85β.	Estos	 resultados	confirman	 la	 implicación	de	 la	 subunidad	p85β	 en	 la	activación	de	 la	ruta	de	PI3K,	y	su	función	destacada	en	el	mantenimiento	y	la	proliferación	tumoral	en	el	 cáncer	de	células	escamosas	de	pulmón.	En	base	a	estas	observaciones,	 se	concluye	que	el	aumento	de	p85β	es	un	fenotipo	conductor	o	“driver”.	Además,	estos	resultados	están	en	 concordancia	 con	 los	obtenidos	en	el	 cáncer	de	mama	y	de	 colon	 [77].	Otros	trabajos	apoyan	los	resultados	obtenidos	en	esta	tesis:	se	ha	descrito	que	p85β	tiene	un	papel	 oncogénico	 [77,122],	 y	 también	 que	 la	 proteína	 p85α	 puede	 tener	 una	 función	supresora	de	tumores,	ya	que	tras	reducir	sus	niveles	aumentaba	la	proliferación	celular	[123,124].		Los	resultados	hacen	de	la	aplicación	de	una	terapia	con	agentes	interferentes	de	p85β	en	pacientes	de	SqCLC,	un	posible	paso	más	en	la	lucha	contra	este	tipo	de	cáncer.	Una	de	las	características	del	SqCLC	es	que,	debido	a	su	situación	en	los	pulmones,	podría	ser	tratado	 por	 vía	 aérea,	 de	 esa	 manera,	 todos	 los	 efectos	 derivados	 del	 tratamiento	afectarían	directamente	a	los	pulmones.	Por	ello,	el	tratamiento	por	medio	de	un	aerosol	actuaría	de	manera	directa	en	los	pulmones.	Este	método	tendría	la	ventaja,	sobre	otras	formas	posibles	de	tratamientos,	en	que	evitaría	que	una	parte	del	tratamiento	pudiera	ser	absorbido	por	el	resto	de	las	células	del	cuerpo	hasta	llegar	a	su	destino,	perdiendo	eficacia	 el	 tratamiento,	 o	 que	 pudiera	 ser	 eliminado	 del	 organismo	 antes	 de	 haber	actuado.	Además,	 también	se	evitarían	 los	efectos	secundarios	que	se	producen	en	 los	órganos	no	dianas,	como	pueden	ser	los	problemas	que	se	observan	con	los	inhibidores	de	PI3K	en	el	metabolismo	de	la	glucosa	[68].	La	 implicación	de	p85β	 en	 la	progresión	 tumoral	 tiene	que	 tener	una	base	molecular.	Por	ello,	se	estudió	la	implicación	de	p85β	en	la	proliferación	celular.	Hay	datos	previos	sobre	 la	 implicación	 de	 la	 enzima	 PI3K	 en	 el	 ciclo	 celular,	 haciendo	 referencia	 a	 la	subunidad	 p110	 tanto	 en	 la	 regulación	 del	 ciclo	 celular	 [34,81,127,128],	 como	 en	 los	mecanismos	 de	 replicación	 y	 reparación	 del	 ADN	 [117,129,130],	 ambos	 procesos	necesarios	para	la	correcta	progresión	del	ciclo	celular.	
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El	 análisis	 histológico	 de	 las	 muestras	 tumorales	 obtenidas	 en	 los	 ensayos	 in	 vivo	mostraron	que,	tras	el	la	reducción	de	p85β,	se	produjo	un	descenso	significativo	de	la	proliferación	 celular	 [104],	 mientras	 que	 el	 silenciamiento	 de	 la	 subunidad	 p85α	 no	afectaba	a	las	células	(Figura	22).	Además,	en	los	estudios	de	pulso	y	caza	realizados	se	determinó	que	en	las	células	H226,	que	expresan	niveles	muy	bajos	de	p85α,	la	ausencia	de	p85β	provocaba	que	el	ciclo	celular	se	ralentizaba	en	fase	G2/M,	mientras	que	en	las	células	CaLu-1,	que	expresan	una	cierta	cantidad	de	p85α,	se	producía	un	retraso	fase	S,	aunque	 las	 células	 eran	 capaces,	 de	manera	más	 lenta,	 de	 terminar	 el	 ciclo	 y	 pasar	 a	G0/G1	(Figura	24).	Hasta	ahora	no	había	datos	que	correlacionaran	de	manera	directa	a	la	subunidad	reguladora	p85β	y	la	progresión	del	ciclo	celular	en	células	diferenciadas;	sólo	hay	un	trabajo	que	demuestra	la	implicación	de	Akt1	y	p85	en	la	proliferación	y	la	auto-renovación	 (self-renewal)	 de	 las	 células	madre	 de	 cáncer	 de	 pulmón,	 aunque	 sin	valorar	el	papel	de	las	distintas	isoformas	de	p85	[131].		Los	datos	presentados	demuestran	la	importancia	de	que	haya	unos	niveles	mínimos	de	p85	 en	 la	 célula,	 para	 que	 el	 ciclo	 celular	 pueda	progresar,	 poniendo	de	manifiesto	 la	importancia	de	esta	 subunidad	 reguladora	en	el	 ciclo	 celular	–principalmente	durante	las	 fases	 S	 y	 G2/M-,	 y	 su	 posible	 participación,	 de	manera	 independiente	 o	 junto	 a	 la	subunidad	p110,	en	alguna	de	las	diferentes	fases	de	la	mitosis.	Para	poder	explicar	la	función	de	p85β	en	el	ciclo	celular,	es	necesario	conocer	de	forma	precisa	 cómo	 actúa,	 siendo	 plausible	 que	 su	 función	 específica	 sea	 a	 través	 de	interacciones	 con	 distintas	 proteínas.	 Esta	 posibilidad	 se	 exploró	 con	 el	 análisis	 del	interactoma	de	las	diferentes	isoformas	reguladoras	p85α	y	p85β	(Figura	30).	Los	datos	de	proteómica	indican	que	la	mitosis	y	el	ciclo	celular	son	procesos	biológicos	en	lo	que	participan	 los	heterodímeros	en	 los	que	 se	encuentra	p85β (Figura	 31),	por	 lo	que	 la	proteína	Tpr,	que	forma	parte	del	complejo	del	poro	nuclear,	y	está	relacionada	con	la	mitosis	y	el	procesamiento	de	ARN,	sería	una	posible	diana	del	 complejo	p85β/p110β	[113,114,132].	 La	 interacción	 p110β-Tpr	 confirma,	 de	 manera	 aún	 más	 concreta,	 la	relación	entre	la	enzima	PI3K,	el	complejo	del	poro	nuclear	(NPC)	y	la	envoltura	nuclear	[133].	Este	 resultado	ha	permitido	validar	 los	experimentos	de	proteómica	y,	 además,	también	abre	una	serie	de	nuevas	posibilidades	para	seguir	investigando	(Figura	32).	Otro	posible	candidato	obtenido	de	los	resultados	de	proteómica	es	la	proteína	Anapc7	(del	inglés	Anaphase—promoting	complex	subunit	7),	que	se	une	de	manera	específica	al	
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complejo	 formado	 por	 p85β/p110β	 (R2CB	 =	 2	 péptidos	 identificados).	 La	 proteína	Anapc7	 es	 una	 proteína	 del	 tipo	 ubiquitina	 E3	 ligasa,	 y	 forma	 parte	 del	 complejo	promotor	de	la	anafase	(APC/C),	que	controla	la	progresión	de	la	mitosis.	Se	sabe	que	las	proteínas	p85	y	PTEN	se	unen	de	manera	directa	[40],	y	también,	que	la	proteína	PTEN,	en	el	núcleo,	es	capaz	de	unirse	a	4	proteínas	que	forman	parte	 	del	APC/C,	una	de	las	cuales	 es	 la	 proteína	 Apc7	 [134].	 Por	 tanto,	 sería	 muy	 interesante	 el	 estudio	 de	 la	relación	entre	la	subunidad	reguladora	p85β	y	la	proteína	Anapc7	durante	la	mitosis,		Aunque	 la	 función	 celular	 más	 importante	 de	 la	 enzima	 PI3K	 es	 la	 fosforilación	 de	fosfoinosítidos	(PI)	en	la	membrana	plasmática,	se	conocen	otras	funciones	de	algunas	isoformas	de	PI3K	independientes	de	su	actividad	catalítica.	Así,	se	sabe	que	p110β	tiene	un	papel	fundamental	en	la	replicación	del	ADN,	siendo	necesaria	su	participación	en	la	unión	de	 la	proteína	PCNA	a	 la	cromatina,	previo	paso	a	 la	 formación	de	 los	anillos	de	replicación	 [130].	 Además,	 p110β	 también	 tiene	 una	 función	 importante	 en	 la	reparación	del	ADN,	 por	medio	de	 la	 regulación	de	 la	 proteína	Nbs1,	 que	 es	 capaz	de	detectar	roturas	en	el	ADN	de	cadena	doble,	para	su	posterior	reparación	[117].	En	este	sentido,	adquiere	especial	relevancia	la	interacción	entre	la	proteína	WRNIP1	(Werner-
interacting	protein	1,	 también	llamada	WHIP,	Werner	Helicase	Interacting	Protein)	y	 las	subunidades	 p85	 y	 p110β	 demostradas	 en	 este	 trabajo	 (Figura	 33).	WRNIP1	 es	 una	proteína	 que	 actúa	 en	 procesos	 de	 reparación	 del	 ADN	 tras	 un	 estrés	 replicativo,	 por	medio	 de	 la	 señalización	 de	 ATM	 [135],	 y	 podría	 contribuir	 a	 la	 explicación	 de	 cómo	p110β	actúa	en	los	procesos	de	reparación	de	ADN.		La	enzima	PI3K	es	también	una	quinasa	ineficiente	de	proteínas,	y	refiere	como	sustrato	a	 la	 proteína	 Akt,	 que	 permitiría	 la	 activación	 directa	 por	 medio	 de	 p110	 [25].	Este	mecanismo	 de	 activación	 de	 Akt	 podría	 explicar	 cómo	 puede	 actuar	 Akt	 en	 aquellas	localizaciones	celulares	en	las	que	no	fuera	posible	el	mecanismo	de	activación	canónico	por	medio	de	PIP3,	PDK1	y	mTORC2.	La	formación	de	complejos	en	el	citoplasma	abre	la	posibilidad	 de	 pensar	 en	 ellos	 también	 en	 el	 núcleo.	 Se	 conoce	 la	 presencia	 de	 los	fosfoinosítidos	 en	 la	 membrana	 nuclear,	 y	 sus	 diferentes	 implicaciones	 en	 procesos	biológicos	 como	 la	 mitosis	 [136].	 Está	 demostrado	 que	 en	 los	 gránulos	 de	intercromatina	 o	 nuclear	 speckles	 (dominios	 nucleares	 enriquecidos	 en	 factores	 de	procesamiento	de	ARNm,	localizados	en	regiones	intercromosómicas	del	nucleoplasma	de	células	de	mamíferos)	hay	una	cantidad	de	fosfoinosítidos	distribuidos	en	diferentes	
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proporciones,	 estando	 principalmente	 PI(4,5)P2	 en	 los	 gránulos	 de	 intercromatina	[137],	 y	 PI(3,4,5)P3	 en	 la	 matriz	 nuclear	 alrededor	 de	 éstos	 [138].	 La	 distribución	asimétrica	 de	 los	 fosfoinosítidos	 puede	 relacionarse	 con	 funciones	 específicas,	 de	distintas	 proteínas,	 dentro	 del	 núcleo.	 Una	 de	 las	 isoformas	 que	 podría	 generar	 el	PI(3,4,5)P3	nuclear	sería	el	complejo	formado	por	las	subunidades	p85β	y	p110β,	ya	que	es	el	principal	heterodímero	nuclear	de	PI3K.	Sin	embargo,	las	localizaciones	nucleares	de	p110β,	que	han	sido	 investigadas	por	 inmunofluorescencias	 (datos	no	mostrados), 	no	 concuerdan	 con	 la	 estructura	 de	 estos	 gránulos	 de	 intercromatina,	 aunque	 no	 se	puede	descartar	que	parte	del	 contenido	de	p110β	del	núcleo	esté	presente	en	dichas	regiones.	En	este	caso,	la	presencia	mayoritaria	de	p85β	en	el	núcleo	permite	hipotetizar	acerca	 de	 posibles	 complejos	 intranucleares	 p85β-p110β	 y	 relacionarlos	 con	 la	activación	 de	 Akt	 nuclear,	 la	 producción	 de	 PI(3,4,5)P3	 en	 la	 matriz	 nuclear,	 o	 su	implicación	en	la	regulación	del	procesamiento	alternativo	del	ARN	[139].		En	el	campo	de	estudio	del	núcleo	hay	muchos	trabajos	relativos	a	su	composición:	las	proteínas	 que	 contiene,	 su	 estructura	 y	 complejidad,	 así	 como	 la	 estructura	 de	 la	cromatina	y	 la	expresión	génica.	También	se	ha	estudiado	el	papel	de	PI3K,	y	algunos	efectores	de	la	ruta,	en	diferentes	eventos	nucleares,	como	la	replicación	y	reparación	de	ADN,	 por	 ello	 la	 interacción	 p110β-WRNIP1	 tiene	 especial	 importancia	 en	 este	 punto	(Figura	33).	Recientemente	se	ha	descrito	la	función	de	Akt	en	la	fosforilación	de	unas	proteínas	de	la	lámina	nuclear,	llamadas	lamina	A/C,	que	forman	filamentos	intermedios	que	 están	 implicadas	 tanto	 en	 la	 estructura	 de	 la	 envoltura	 nuclear	 y	 la	 rigidez	 del	núcleo,	 como	en	 la	 estructura	de	 la	 cromatina	y	 el	 anclaje	de	 ésta	 a	 la	 lámina	nuclear	[140].	 Esta	 nueva	 función	 descrita	 de	 Akt	 sugiere	 su	 implicación	 en	 el	 proceso	 de	formación	y	desorganización	de	la	lámina	nuclear,	donde	es	necesaria	la	fosforilación	de	las	 laminas	 para	 desorganizar	 la	 envoltura	 nuclear	 como	 paso	 previo	 a	 la	 división	celular.		Hay	varios	trabajos	que	relacionan	a	la	enzima	PI3K	con	la	lamina	A/C	[118,141],	y	con	la	integridad	de	la	envoltura	nuclear	[133].	Sin	embargo,	no	existen	datos	previos	sobre	la	 posible	 implicación	 coordinada	 entre	 la	 PI3K	 y	 la	 lámina	 nuclear	 en	 funciones	conjuntas.	 En	 los	 últimos	 años,	 se	 ha	 demostrado	 la	 existencia	 de	 un	 pequeña	proporción	 de	 lamina	 A/C	 soluble	 en	 el	 nucleoplasma,	 y	 se	 ha	 especulado	 sobre	 su	posible	 función	 [142],	 sugiriendo	 la	 posibilidad	 de	 servir	 como	 puntos	 de	 unión	 a	 la	
109		





2.-	La	sobreexpresión	de	p85β	provoca	un	aumento	de	la	actividad	de	la	ruta	de	PI3K,	mientras	 que	 no	 afecta	 a	 la	 activación	 de	 la	 proteína	 FAK,	 en	 las	 líneas	 celulares	 de	SqCLC.		
3.-	El	silenciamiento	de	p85β	–y	no	de	p85α–	provoca	la	regresión	de	los	tumores	en	los	modelos	in	vivo	generados	con	las	líneas	celulares	de	SqCLC.	
	
4.-	Existe	una	 correlación	directa	entre	el	 ratio	de	 los	niveles	de	expresión	de	p85β	 y	p85α,	y	la	eficacia	del	tratamiento	con	agentes	interferentes	dirigidos	contra	p85β.		
5.-	 La	 reducción	 de	 los	 niveles	 de	 p85β	 en	 SqCLC	 dificulta	 la	 proliferación	 celular	 in	
vitro,	provocando	una	ralentización	del	ciclo	celular.	Es	necesaria	una	cantidad	mínima	de	p85	total	para	que	el	ciclo	celular	pueda	progresar	correctamente.		
6.-	 El	 silenciamiento	 de	 p85β,	 a	 diferencia	 del	 uso	 de	 los	 inhibidores,	 impide	 que	 se	produzca	una	posterior	reactivación	de	la	ruta	PI3K,	manteniéndola	inactiva	durante	un	tratamiento	prolongado.		
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